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PURPOSE & OBJECTIVES

The current age range for cocyte donors s broad (18-34
years). Evidence suggests that oocytes from younger donors

-858»3!5» upper limit may have a higher

of legal age in their state, preferably between 18 and 34
years. With recent Al advances improving embeyo selection,
this study examines not only the impact of donor age on
embryo chromesomal status but aiso its influence on Al-

derived embryo scores.

MATERIAL & METHODS

A retrospective, observational, cross-sectional study was
conducted at a single center in Buencs Aires, Argentina,
between January 2023 and December 2024, including 429
couples, 4128 mature cocytes and 1768 Patient
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madical records were analyzed by coding data from VRepro
platforms.  The analysis included ococyte donors who
completed at least one donation cydle during the study and
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Statistical analysis was performed wsing Stata 11, with median
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CONCLUSIONS

Our reaults support the idea that oocyte donor age may
influence embryo implantation potential beyond the influence
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show that Al-based assessments may detect differences not
identified by traditional methods.
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1. RESUMEN

El presente proyecto se centra en estudiar la influencia de la edad de las donantes de ovocitos
en la tasa de embriones euploides obtenidos en ciclos de ovodonacién. La ovodonacion se ha
convertido en una técnica ampliamente utilizada en la reproduccion asistida, especialmente en
pacientes que no pueden utilizar sus propios ovocitos. Sin embargo, la edad de la donante es un
factor critico que puede afectar la calidad genética de los ovocitos y, por ende, la viabilidad y
normalidad cromosomica de los embriones resultantes.

En este estudio, se analizaron datos de ciclos de ovodonacién realizados en un periodo
especifico, el cual abarca desde enero de 2023 hasta diciembre de 2024, clasificando a las donantes
en diferentes grupos etarios. Se evalud la tasa de fecundacion luego de procedimientos de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), asi como también la tasa de formacion de
blastocistos. Aquellos ovocitos que alcanzaron el estadio de blastocisto fueron evaluados de
acuerdo con los criterios ASEBIR y mediante el software de inteligencia artificial (IA) iDAScore®
2.0. El estado cromosémico de los embriones (ploidia) se establecié a través de técnicas de
diagnostico genético preimplantacional (PGT-A), que permiten detectar anomalias cromosémicas
previas a la transferencia embrionaria.

Los resultados obtenidos revelaron que no se encontraron diferencias significativas en las tasas
de fecundacion entre los tres grupos etarios de donantes. De igual manera, la proporcion de
ovocitos fecundados que alcanzaron el estadio de blastocisto, asi como la calidad embrionaria
(clasificacion A, B y C), fue comparable entre los grupos. Asimismo, el PGT-A no mostro
diferencias en la tasa de embriones euploides. Sin embargo, el analisis mediante iDAScore® 2.0
evidencidé una mediana significativamente mayor en el grupo de donantes de edad intermedia
respecto al grupo mas joven, con un mayor porcentaje de embriones con puntuaciones superiores
a 7,3, lo que indica un alto potencial de implantacion.

Curiosamente, al analizar las muestras seminales observamos una mayor frecuencia de
anomalias (segun los criterios de la OMS, 2010) en el grupo de edades intermedias, lo que sugiere

que los ovocitos podrian estar compensando ciertas alteraciones espermaticas. De manera
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consistente, al considerar uUnicamente los casos normospérmicos, se evidencié una tasa de
blastocistos significativamente mayor en este grupo en comparacion con el mas joven.

En conjunto, los hallazgos sugieren que la edad de la donante podria influir en el potencial de
implantacion embrionaria mas alla del estatus de euploidia, destacando un mejor desempefio en los
embriones derivados de donantes de edad intermedia. Asimismo, se resalta que las evaluaciones
basadas en IA permiten identificar diferencias que no son detectadas mediante métodos

tradicionales.
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2. ABSTRACT

The present project focuses on studying the influence of the age of oocyte donors on the rate
of euploid embryos obtained in oocyte donation cycles. Oocyte donation has become a widely used
technique in assisted reproduction, especially in patients who cannot use their own oocytes.
However, the donor's age is a critical factor that can affect the genetic quality of the oocytes and,
consequently, the viability and chromosomal normality of the resulting embryos.

In this study, data from oocyte donation cycles conducted from January 2023 to December
2024 were analyzed, classifying the donors into different age groups. Fertilization rates were
determined identifying two pronucleus after intracytoplasmic sperm injection (ICSI) procedures.
Those eggs that reached the blastocyst stage were classified according to ASEBIR criteria and
iDAScore® 2.0, an artificial intelligence (Al) based software. The rate of euploid embryos was
determined through preimplantation genetic testing (PGT) techniques, which allow the detection
of chromosomal abnormalities prior to embryo transfer.

Results revealed no significant differences in fertilization rates among the three donor age
groups. Moreover, the proportion of fertilized eggs developing to blastocysts was also comparable,
as were blastocyst quality rates (A, B, and C). Similarly, PGT-A revealed no differences in euploid
embryo rates among the three groups. However, the Al-based iDAScore® 2.0 showed a
significantly higher median score in the middle-aged donor group compared to the youngest group,
with a higher percentage of embryos scoring above 7.3, indicative of high implantation potential.

Despite the better in vitro performance observed for the middle-aged donor group, this group
exhibited a higher frequency of abnormal seminal samples according to WHO (2010). This finding
suggests that oocytes from intermediate-age donors may compensate for certain sperm
abnormalities. Consistently, when we analyzed only normospermic cases, a significantly higher
blastocyst rate was observed in this group compared to the younger one.

All toghether, our results support the idea that oocyte donor age may influence embryo
implantation potential beyond the scope of euploidy status and suggest a higher implantation

potential in embryos derived from intermediate-year-old donors, even when abnormal semen
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samples are used. Moreover, our results show that Al-based assessments may detect differences

not identified by traditional methods.
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3. INTRODUCCION

Uno de los principales objetivos de la medicina reproductiva es obtener embriones viables con
alto potencial de implantacion. Para ello, se emplean técnicas de reproduccion asistida como la
fecundacion in vitro (FIV) y la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), que
permiten la fecundacion del ovocito en el laboratorio y el cultivo del embrion hasta el estadio de
blastocisto (Trounson y Mohr, 1983; Palermo et al., 1992).

Dentro de este contexto, la ovodonacion constituye una de las estrategias mas eficaces en
reproduccion asistida. Este procedimiento, indicado en mujeres con reserva ovarica disminuida,
edad materna avanzada o alteraciones genéticas, consiste en la utilizacion de ovocitos donados para
lograr la fecundacion y posterior transferencia embrionaria al Utero de la receptora. Su elevada tasa
de éxito se atribuye principalmente a la calidad de los ovocitos provenientes de mujeres jovenes,
habitualmente entre 18 y 34 afios, rango etario en el cual la incidencia de aneuploidias es
significativamente menor y los resultados reproductivos son mas favorables (Munné et al., 2017).

Sin embargo, diversos estudios han sefialado que incluso dentro de un rango considerado
“Optimo”, la edad podria influir en la competencia ovocitaria y, en consecuencia, en la calidad
embrionaria. Aunque los efectos méas marcados se observan en mujeres >35 afios (con mayor
frecuencia de alteraciones cromosomicas y disminucién en la calidad ovocitaria) (Cimadomo et
al., 2018; Franasiak et al., 2014; Fragouli y Wells, 2012), aln se desconoce si variaciones mas
sutiles dentro de edades méas jovenes podrian modificar la tasa de euploidia. Comprender este
impacto resulta esencial para optimizar las estrategias de seleccion en ovodonacion.

En el laboratorio de embriologia, los ovocitos recuperados mediante puncion folicular son
fecundados y los embriones resultantes se cultivan en condiciones controladas que reproducen el
ambiente del tracto reproductivo femenino (Gardner y Schoolcraft, 1999). La calidad de los
gametos (tanto ovocitos como espermatozoides) constituye un factor determinante para el éxito de
la fecundacion y el desarrollo embrionario temprano, ya que su madurez nuclear y citoplasmatica,
integridad estructural y funcionalidad condicionan la viabilidad del embridn resultante (Chorya et
al., 2022).
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El ovocito, (Figura 1) célula germinal femenina, aporta el material genético haploide materno
y los componentes citoplasmaticos necesarios para las primeras divisiones embrionarias (He et al.,
2021). Durante la maduracién folicular completa la primera division meiotica y alcanza la etapa de
metafase 11 (MIl), momento en que se considera apto para la fecundacion (Gilbert, 2014). Su
estructura incluye la membrana plasmatica, la zona peltcida (matriz glicoproteica esencial para la
unioén espermética y la prevencion de la polispermia), y la corona radiata, que brinda soporte
metabolico y nutritivo (Wassarman, 2021; Marchais et al., 2022). En el citoplasma se concentran
organulos y moléculas clave, como mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso, granulos corticales
y factores maternos de transcripcion, que sustentan el desarrollo embrionario temprano hasta la
activacion del genoma embrionario (Li, Zheng y Dean, 2010; Van Blerkom, 2011; Wakai et al.,
2011).

Figura 1. Ovocito humano maduro en metafase Il (MII).

Ovocito con morfologia normal, que presenta citoplasma homogéneo, zona peldcida regular y primer corplsculo
polar visible, indicadores de madurez nuclear. Imagen tomada al microscopio Optico invertido segun los criterios
ASEBIR (2015) para la valoracion morfoldgica del estadio D+0. Fuente: ASEBIR. Cuaderno de Embriologia
Clinica. Madrid: ASEBIR, 2015.

El espermatozoide, por su parte, es la célula germinal masculina encargada de aportar el
material genético haploide paterno y activar el desarrollo del ovocito tras la fecundacion
(Yanagimachi, 1994). Se origina en los tubulos seminiferos mediante el proceso de
espermatogénesis (de Rooij y Russell, 2000) y adquiere madurez funcional durante su transito

epididimario, donde desarrolla movilidad progresiva y capacidad de reconocer al ovocito (Cooper
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y Ching, 2021). La capacitacion espermatica, que ocurre en el tracto reproductivo femenino,
culmina con la reaccion acrosomica, mediante la cual el espermatozoide libera enzimas que le
permiten atravesar la zona pellUcida y fusionarse con la membrana del ovocito (Florman y
Ducibella, 2006).

Seminiferous tubule
(cross section)

Epididymis
Testis 1 b2
Primordial ts.b’:::""w' ‘ . ~/
germ cell ‘U . —— - P.“l!'m'"‘
v e o g ¥ 1
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Figura 2. Esquema de la espermatogénesis en los tibulos seminiferos.
Se observa la organizacion del testiculo y la progresion de las células germinales desde espermatogonias

diploides hasta espermatozoides haploides maduros.

Una vez que ambos gametos se fusionan, se forma el cigoto, que inicia su desarrollo
embrionario preimplantacional a través de divisiones mitéticas sucesivas hasta alcanzar el estadio
de blastocisto, momento en que se evalla su potencial implantatorio. Tradicionalmente, la
seleccion embrionaria se ha basado en criterios morfologicos, como los propuestos por Gardner y
Schoolcraft (1999), ASEBIR (2015), ente otras; todas ellas valoran el grado de expansion del
blastocisto y su calidad. Sin embargo, estos métodos presentan un componente subjetivo, ya que
dependen de la experiencia del observador y de variaciones entre laboratorios.

Con el fin de aumentar la precision y obtener una valoracion mas objetiva, se incorporaron

técnicas de diagnostico genético preimplantacional (PGT-A), que permiten identificar embriones
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cromosomicamente normales (euploides) mediante la biopsia de un nimero limitado de células y
su andlisis molecular (ESHRE, 2020; ASRM, 2024). La transferencia de embriones euploides se
asocia con mayores tasas de implantacién y menores riesgos de aborto espontaneo, tanto en mujeres
de edad avanzada como en tratamientos de ovodonacion.

En los altimos afos, los avances en 1A han introducido herramientas complementarias para la
evaluacion embrionaria, como iDAScore®, un sistema que analiza imagenes obtenidas mediante
incubadores time-lapse que asigna a cada embridn una puntuacion segun su potencial implantatorio
(Bohlin et al., 2024). Entrenado con mas de 115.000 embriones, este algoritmo ha mostrado una
correlacion sélida con parametros clinicos relevantes, incluyendo la tasa de euploidia, la
probabilidad de implantacion y los nacidos vivos (Ma et al., 2024).

La integracion de criterios morfoldgicos, diagndstico genético y sistemas automatizados
basados en IA representa hoy un enfoque integral para la seleccion embrionaria, optimizando las
probabilidades de éxito y permitiendo una evaluacién mas precisa y objetiva del potencial de
desarrollo embrionario.

3.1. Desarrollo embrionario:

El desarrollo embrionario preimplantacional comienza con la singamia, proceso mediante el
cual se fusionan los prondcleos masculino y femenino tras la fecundacion (Sousa et al., 2021). Esta
fusion da lugar al cigoto unicelular, que contiene el complemento diploide completo de 46
cromosomas (Papale et al., 2012). La singamia marca el establecimiento del genoma embrionario
y suele observarse entre las 20 y 24 horas posteriores a la fecundacion, coincidiendo con la
desaparicion de los pronucleos (pronuclear fading), fendmeno que ocurre entre 22 y 26 horas post-
inseminacion (Aguilar et al., 2013).

A continuacion, el cigoto inicia la fase de clivaje, caracterizada por una serie de divisiones
mitéticas sucesivas sin crecimiento citoplasmatico, que dan lugar a células hijas llamadas
blastomeras. Estas divisiones originan embriones de 2, 4 y 8 células de manera progresiva,
alcanzando este Ultimo estadio alrededor de las 72 horas post-fecundacion (Figura 3). En esta etapa,
todas las blastomeras mantienen su totipotencialidad, es decir, la capacidad de generar un individuo
completo (ASEBIR, 2015).
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Figura 3. Embrién en estadio de 8 células. Fuente: ASEBIR. Cuaderno de Embriologia Clinica. Madrid: ASEBIR,
2015.

Hacia el dia 4 post-fecundacién, el embridn entra en la etapa de compactacion, en la cual las
blastomeras incrementan su adhesion mediante uniones estrechas, reorganizando su morfologia y
perdiendo sus limites celulares individuales. Este proceso culmina con la formacion de la mérula
(Figura 4), una estructura compuesta por entre 16 y 32 células, y marca el inicio de la diferenciacion
celular (ASEBIR, 2015).

Figura 4. Embrion en estadio de mérula. Fuente: ASEBIR. Cuaderno de Embriologia Clinica. Madrid:
ASEBIR, 2015.

Alrededor del dia 5 post-fecundacion, el embrion alcanza la fase de blastocisto (Figura 5),
caracterizada por la formacién de una cavidad interna denominada blastocele, que desempefia un
papel clave en la expansion embrionaria y la diferenciacion de los linajes celulares. Durante esta
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etapa se establecen dos poblaciones celulares diferenciadas: la masa celular interna (MCI) (ver
Figura 8), que daré origen a los tejidos embrionarios propiamente dichos, y el trofoectodermo (TE)
(ver Figura 9), responsable de la formacion de los tejidos extraembrionarios y de las estructuras
placentarias (ASEBIR, 2015; Hardarson, Van Landuyt y Jones, 2012).

Figura 5. Blastocisto y estructuras internas diferenciadas. Fuente: Hardarson T.,et al (2012)

En funcion de su grado de expansion y madurez, los blastocistos pueden clasificarse en tres
subetapas principales (ASEBIR, 2015): el blastocisto temprano (Figura 6 (A)), en el cual comienza
a observarse una cavidad blastocele atin poco desarrollada y con estructuras embrionarias apenas
diferenciadas; el blastocisto cavitando (Figura 6 (B)), caracterizado por el incremento del volumen
de la cavidad y la presion ejercida sobre la zona pellcida, lo que refleja un adecuado potencial de
desarrollo; y el blastocisto expandido (Figura 6 (C)), fase avanzada en la que el embrion se

distiende considerablemente, adelgazando la zona pellcida y preparandose para la eclosion.
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Figura 6. (A) Blastocisto temprano (BT). (B) Blastocisto cavitando (BC). (C) Blastocisto expandido (BE). Fuente:
ASEBIR. Cuaderno de Embriologia Clinica. Madrid: ASEBIR, 2015.

Entre los dias 6 y 7 post-fecundacién, el blastocisto inicia el proceso de eclosién (hatching) (BHi)
(Figura 7 (A)), mediante el cual se rompe la zona pelucida. Este fendmeno es facilitado por el
aumento de presion osmética en el blastocele y por la accién de enzimas proteoliticas secretadas
por el trofoectodermo. Una vez liberado, el blastocisto hatcheado (BH) (Figura 7 (B)) puede iniciar
la implantacién en el endometrio, marcando el inicio del desarrollo embrionario post-
implantacional (ASEBIR, 2015; Hardarson et al., 2012).

A B

Figura 7. (A) Blastocisto en proceso de eclosién (BHi). (B) Blastocisto completamente eclosionado o “hatcheado”

(BH). Fuente: ASEBIR. Cuaderno de Embriologia Clinica. Madrid: ASEBIR, 2015.

Una vez que el blastocisto alcanza los estadios de blastocisto expandido (BE), iniciando
hatching (BHi) o “hatcheado” (BH), se clasifica a los embriones en relacion a la cantidad de células

y el grado de agregacién de las mismas en la MCI (Figura 8) y del TE (Figura 9).
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Ambas estructuras se califican con letras desde la A hasta la D, donde la categoria A
corresponde a una morfologia excelente (células numerosas y compactas), B a buena calidad
(estructura celular adecuada y organizada), C a calidad baja (pocas células o disposicion irregular)
y D a embriones no viables, con morfologia muy deficiente y escasa cohesion celular.

Si bien la combinacion de ambas clasificaciones permite describir el blastocisto globalmente
(por ejemplo, AA, AB o0 BC), en la préctica clinica se considera que la calidad final del blastocisto
esta principalmente determinada por el TE, dado que su integridad y extensién se correlacionan
con el potencial de implantacion. En consecuencia, los embriones suelen agruparse en categorias
A, B o C segun la calidad del TE, reservando la categoria D para aquellos que no alcanzan los
criterios minimos de viabilidad.

3.1.1. Calidad de la masa celular interna (ICM):

A B Cc

Figura 8: (A) Blastocisto con ICM categoria A. (B) Blastocisto con ICM categoria B. (C) Blastocisto con ICM
categoria C. Fuente: ASEBIR. Cuaderno de Embriologia Clinica. Madrid: ASEBIR, 2015
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3.1.2. Calidad del trofoectodermo (TE):
A B [
Figura 9: (A) Blastocisto con TE categoria A. (B) Blastocisto con TE categoria B. (C) Blastocisto con TE
categoria C. Fuente: ASEBIR. Cuaderno de Embriologia Clinica. Madrid: ASEBIR, 2015

Como se mencionara anteriormente, en los dltimos afios, en algunos laboratorios, la
clasificacion morfoldgica tradicional suele complementarse con herramientas de apoyo basadas en
IA, como iDAScore® 2.0, que aportan un componente cuantitativo y reproducible al analisis
morfoldgico tradicional.

3.2. Técnicas de diagndstico genético preimplantacional (PGD/PGS):

Las técnicas de diagndstico genético preimplantacional (PGD) y de cribado genético
preimplantacional (PGS, actualmente denominadas PGT) se utilizan para analizar la cantidad
cromosoémica de los embriones antes de la transferencia en tratamientos de fertilidad. Estas técnicas
permiten identificar embriones euploides y aneuploides, lo que proporciona informacién crucial
para la seleccion de embriones con mayor probabilidad de implantacién y desarrollo exitoso
(ASRM-SART, 2024; ACOG, 2020). Consisten en biopsiar los preembriones mediante la
extraccion de algunas de sus células del TE para determinar cuales estan sanos (Euploides) y cuales
afectados por desbalances cromosémicos (aneuploides) (ESHRE, 2020).

Es importante estudiar los cromosomas, dado que estan constituidos por ADN, donde se
almacena la informacidn genética fraccionada en los genes. Cada célula somatica de nuestro cuerpo
estd formada por 46 cromosomas, organizados en 23 pares. La informacion genética de un
individuo proviene de la combinacion de los 23 cromosomas aportados por el padre y los 23
aportados por la madre (Alberts et al., 2015; Lodish et al., 2021; NIH, 2024).
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En este contexto, se define como embrion euploide a aquel que presenta el complemento
cromosémico humano tipico (46, XX 0 46, XY) sin ganancias ni pérdidas de cromosomas; embrién
aneuploide es el que presenta una alteracion numérica (p. ej., trisomia, monosomia) y/o estructural
de uno o0 méas cromosomas, lo cual reduce su viabilidad e implantacion y se asocia a mayor riesgo
de pérdida gestacional (ASRM-SART, 2024; ACOG, 2020; ESHRE, 2020).

Las enfermedades causadas por alteraciones de los cromosomas se producen cuando el nimero
de copias de un cromosoma estd modificado, por ejemplo, si en lugar de dos copias existen una,
tres 0 mas, cuando hay variantes estructurales en su contenido, o bien cuando una mutacion afecta
a un anico gen, lo que ocasiona enfermedades monogénicas como la fibrosis quistica, la hemofilia
o la distrofia miotonica (Nussbaum et al., 2015; Strachan y Read 2019; NIH, 2024).

En referencia a la relacién entre la edad y la calidad ovocitaria, existe una comprension bien
establecida de que la edad materna avanzada (>35 afios) esta asociada con una disminucion en la
calidad de los ovocitos, lo que puede afectar la calidad de los embriones resultantes en tratamientos
de reproduccion asistida. Diversos estudios han demostrado que la edad de la mujer tiene un
impacto significativo en la incidencia de anomalias cromosdmicas en los embriones (Franasiak et
al., 2014; Cimadomo et al., 2018; Fragouli & Wells, 2013).

4. ANTECEDENTES

Tradicionalmente, se ha considerado que la edad de la donante es un factor positivo en los
ciclos de ovodonacion, asociando los ovocitos mas jovenes con una mayor calidad y una menor
probabilidad de presentar aneuploidias 0 anomalias cromosomicas. Esta premisa ha sustentado
durante afios la eleccion de mujeres jovenes como donantes en los programas de fecundacion in
vitro (FIV).

Sin embargo, investigaciones recientes han comenzado a cuestionar esta idea, sugiriendo que
una edad extremadamente baja podria no traducirse necesariamente en una mejor calidad ovocitaria
ni en mayores tasas de exito reproductivo (Gurtcheff et al., 2023; Roca-Feliu et al., 2022). Por

ejemplo, Humphries et al. (2019) concluyeron que las donantes menores de 25 afios no presentan
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mejores tasas de embarazo clinico ni de nacidos vivos en comparacion con aquellas de entre 25 y
30 afios. De manera similar, Roca-Feliu et al. (2022) observaron que las donantes mas jovenes,
especialmente menores de 20 afios, no se asocian con mejores resultados posteriores a la FIV,
mientras que Pataia et al. (2021) reportaron que seleccionar donantes de entre 23 y 29 afios se
correlaciona con una mayor tasa de nacidos vivos.

En esta misma linea, Hoyos et al. (2020) analizaron las tasas de euploidia embrionaria en
distintos rangos etarios y determinaron que el rango 6ptimo para la donacion se sita entre los 25
y 30 afios, ya que estas donantes presentaron menores tasas de aneuploidia en comparacion con las
mMAas jovenes 0 mayores.

Por su parte, Albero et al. (2024) realizaron un andlisis retrospectivo de 1831 biopsias de
blastocistos provenientes de 515 ciclos de ovodonacion. Al evaluar la aneuploidia, compararon
donantes muy jévenes (18-22 afios) con donantes de mayor edad (31-35 afios), observando un
incremento significativo de aneuploidia en este Gltimo grupo (27,5 % vs. 38,6 %).

Sin embargo, al analizar el grupo de donantes < 25 afios vs. 26—30 afios, se encontraron tasas
similares de embriones aneuploides entre ambos grupos (entre 25 % y 20 %).

Complementariamente, Nazemian et al. (2010) observaron que las donantes menores de 25
afios presentaron una menor tasa de division embrionaria y una mayor incidencia de aborto
espontaneo que las mujeres de 30 a 35 afios, lo que sugiere que la madurez ovocitaria insuficiente
podria afectar el desarrollo embrionario.

En conjunto, la evidencia disponible indica que tanto la edad avanzada como la edad muy baja
de las donantes pueden asociarse con una disminucion de la competencia ovocitaria y con
alteraciones cromosomicas embrionarias. Por ello, establecer un rango etario dptimo, posiblemente
entre los 25 y 30 afios, podria contribuir a maximizar la tasa de embriones euploides y mejorar los

resultados clinicos en los tratamientos de FIV con ovodonacion.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo principal

En base a lo expuesto, el objetivo principal de este proyecto es investigar la relacion entre la
edad de las donantes de évulos y la tasa de embriones euploides, con el fin de comprender como
varia la calidad ovocitaria y el potencial embrionario segln la edad de las donantes. Para ello, se
analizaran ciclos recientes de ovodonacion en los que se hayan aplicado técnicas de diagnostico
genético preimplantacional (PGT-A) para evaluar el contenido cromosomico de los embriones.

5.2. Objetivos secundarios

En cuanto a los objetivos secundarios, el presente estudio se propone analizar la influencia de
la edad de la donante sobre la respuesta a la estimulacion ovarica, considerando aspectos como la
duracion del estimulo, el nimero total de ovocitos recuperados y la cantidad de ovocitos maduros
obtenidos.

Ademas, se busca evaluar como la edad incide en los resultados de la fecundacion in vitro,
analizando parametros como la tasa de fecundacion normal (2PN), el desarrollo embrionario hasta
el estadio de blastocisto y la calidad morfologica de los embriones.

En ultima instancia, evaluamos el impacto que tiene la edad de las donantes de ovocitos en la

calidad de los blastocistos obtenidos, utilizando iDAScore ®, una herramienta de IA.

6. HIPOTESIS

Dado que la evidencia previa sugiere que tanto las donantes mas jévenes como las de mayor
edad pueden presentar una mayor frecuencia de alteraciones cromosémicas y peores resultados
reproductivos, se plantea la hipétesis de que las donantes de edades intermedias presentan una
menor tasa de aneuploidias embrionarias y, en consecuencia, un mejor rendimiento reproductivo

en comparacion con los extremos del rango etario actualmente aceptado (18—-34 afos).
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7. METODOLOGIA

7.1. Disefio del estudio

Se analizaron un total de 556 ciclos de donantes entre enero de 2023 y diciembre de 2024, las
cuales fueron separadas en tres grupos etarios segun la bibliografia consultada: Grupo A (18-23
afios), Grupo B (24-28 afios) y Grupo C (29-34 afios). En la poblacion de receptoras, se analizaron
los datos de un total de 429 ciclos, los cuales fueron agrupados para la obtencidén y comparacion
de resultados, en los mismos Grupos A, By C, en funcion de la edad de los ovocitos recibidos.

La recoleccion de datos se llevé a cabo mediante la revision de historias clinicas exportadas
del VRepro, donde se documentaron las caracteristicas de los donantes: edad, historial médico,
duracion del estimulo, nmero de ovocitos recuperados por puncion, nimero de ovocitos maduros
(MI1) obtenidos por puncion; y las receptoras: edad, diagndstico de infertilidad, nimero de ovocitos
recibidos, numero de fecundados, nimero de embriones viables, resultados de pruebas
cromosomicas y resultados clinicos del ciclo de FIV/ICSI.

En complemento, se utilizé el iDAScore®, una herramienta de 1A desarrollada por Vitrolife®
para asistir en la evaluacion y seleccion de embriones en tratamientos de reproduccion asistida
(TRA). Utiliza algoritmos de aprendizaje profundo para analizar imagenes obtenidas mediante
sistemas de time-lapse, como EmbryoScope (Vitrolife®), y asigna una puntuacion a cada embrion
basada en su probabilidad de implantacion exitosa.

7.2. Poblacion

La poblacion objetivo de este estudio son los ciclos de ovodonacion realizados en el periodo
entre enero del 2023 y diciembre de 2024, donde se evalud, en funcion de la edad de los ovocitos,
los resultados de los TRA.

7.3. Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion y exclusién para cada poblacién se detallan a continuacion:

Criterios de inclusion de donantes:

- Donantes en un rango etario de entre 18 y 34 afios.

- Donantes sin historial familiar de enfermedades genéticas.

- Gozar de buena salud fisica y psicoldgica
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- Indice de masa corporal (IMC) de entre 20 y 25 kg/m2.

- Libre de enfermedades de transmision sexual.

- Recuento normal de foliculos antrales (de 5 a 10 foliculos en cada ovario).

- Consentimiento informado firmado.

Criterios de exclusion para las donantes:

- Patologias reproductivas: mujeres con condiciones médicas como el sindrome de ovario
poliquistico (SOP), endometriosis, o disfuncion ovérica.

- Tabaquismo o consumo de drogas.

- Enfermedades crénicas como diabetes, hipertension, etc.

- Historial de embarazos con anomalias genéticas

Criterios de inclusion para las receptoras:

- Pacientes receptoras de entre 18 y 45 afios que no puedan utilizar sus évulos debido a causas
como insuficiencia ovérica, edad avanzada o fallo ovarico prematuro.

- Consentimiento informado firmado.

- Pacientes que hayan realizado el PGT

- Pacientes cuyos embriones fueron cultivados en incubadoras de tipo time-lapse

Criterios de exclusion para las receptoras:

- Mujeres con alteraciones anatémicas o enfermedades uterinas que comprometan la
implantacién embrionaria o la gestacion.

- Enfermedades sistémicas graves, enfermedades cronicas no controladas (diabetes mal
controlada, hipertension severa, enfermedades autoinmunes no controladas), que puedan afectar la
implantacion embrionaria.

- Tabaquismo o consumo de drogas.

7.4. Muestras de semen
Criterios de inclusion:

Se incluyeron aquellos pacientes con muestras de semen con cuenta espermatica mayor o igual

a 1x10%/ml.

Se incluyeron pacientes con muestras de banco en el caso que fuera requerido.
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Consentimiento informado.
Criterios de exclusion:

Se excluyeron pacientes con muestras de biopsia testicular.

Se excluyeron aquellos pacientes con muestras de semen con cuenta espermatica menor a
1x10%/ml.

Pacientes con muestras obtenidas con un periodo de abstinencia fuera del rango recomendado.

Muestras con signos de contaminacion, hematospermia o provenientes de pacientes con
infecciones de transmision sexual no tratada.

7.5. Obtencion de ovocitos:

Los ovocitos fueron obtenidos de donantes mediante puncion folicular. Para la misma, las
donantes realizaron estimulacion ovérica con protocolo de antagonistas a dosis diaria con esquema
flexible. Para ello, previa ecografia basal (Equipo Voluson 730 ProV) entre el dia 1 y 3 del ciclo,
se inicio la estimulacion con gonadotrofinas segin edad y reserva ovarica de las pacientes (Gonal-
F®; Merck, Pergoveris®; Merck, Menopur®; Ferring). Se utiliz6 esquema de FSHr en dosis de
150 Ul/d o 225Ul/d (Humaidan P, et al 2016). Se realiz6 seguimiento ecogréafico habitual. El
antagonista de GnRH (Cetrotide®; Merck) se inicio con al menos un foliculo de 14 mm vy se realizo
induccidn de la ovulacién con dos o més foliculos mayores o iguales a 18 mm, utilizando agonistas
de GnRH (Gonapeptyl daily®; Ferring), HCGr (Ovidrel®; Merck) o doble triggering (Gonapeptyl
daily®; Ferring, Ovidrel®; Merck) segun protocolo (J. Haas, et al 2020). La puncién ovarica se
realizd 36 horas después de la induccién y bajo control ecografico con aguja de 18G — 330mm
(Wallace®, Cooper Surgical). Los complejos cumulus-ovocitos, obtenidos por puncién folicular,
fueron lavados en medio GTH (LifeGlobal®, 37°C) y luego incubados en medio GTF
(LifeGlobal®, 37°C, 5% CO2). A las dos horas de su obtencion, los mismos fueron denudados
mecanica y enzimaticamente. Los ovocitos clasificados como M1 fueron vitrificados.

7.6. Vitrificacion/desvitrificacion:

Para la vitrificacion, los ovocitos en MII se vitrificaron con protocolo Kitazato® (Cryotop®

Safety Kit; Kitazato BioPharma Co., Fujinomiya, Japdén). Brevemente, tras su evaluacion

morfoldgica, los ovocitos se expusieron a los medios de equilibrado (ES) y, posteriormente, a los
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medios de vitrificacion (VS) que contienen crioprotectores permeables (p. ej., etilenglicol y
DMSO) y no permeables (p. €j., trehalosa/sacarosa), siguiendo los tiempos de exposicion
recomendados por el fabricante. Se cargaron en el soporte Cryotop® en volumen minimo (<0,1
ML) y se sumergieron de forma inmediata en nitrégeno liquido (=196 °C). EIl empleo de ovocitos
vitrificados permitio homogeneizar condiciones entre ciclos y reducir variables asociadas al uso de
ovocitos frescos.

Para la desvitrificacion, los ovocitos se extrajeron del nitrégeno liquido (-196 °C) y se
transfirieron de forma secuencial a los medios de desvitrificacion, siguiendo las instrucciones del
fabricante (Kitazato®). Este procedimiento permite la rehidratacion progresiva y la eliminacion
controlada de crioprotectores, preservando la integridad de la membrana plasmaética y la viabilidad
celular.

Posteriormente, los ovocitos se mantuvieron en medios de cultivo GTF (LifeGlobal®, 37°C,
5% CQ2) hasta su utilizacion.

7.7. Preparacion de las muestras de semen:

Las muestras de semen fueron obtenidas por masturbacion con al menos 3 dias de abstinencia
sexual. Las muestras se incubaron a 37 °C para permitir la correcta licuefaccion. Posteriormente,
se realiz6 un recuento de la concentracion y motilidad en camara de Makler®. El plasma seminal
fue lavado mediante centrifugacion (10 minutos a 2000 rpm) con medio HTF-C (LifeGlobal®); se
elimin6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 600 ul de medio GTF (LifeGlobal®). Se
realizé una incubacion del pellet por 30-40 minutos (37 °C, 5% CO2), para permitir que 10S
espermatozoides se desplacen hacia el medio libre de plasma seminal (swim-up). Se tom6 500 pul
del sobrenadante y se incubd (37 °C, 5 % CO:) hasta el momento de su uso, para la técnica de
Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI).

7.8. ICSI y desarrollo embrionario:

Una vez que se confirm6 la recepcion de la muestra de semen, los ovocitos fueron
desvitrificados segun la técnica de Kitazato®, y dos horas después se realizo el ICSI. Los ovocitos
inyectados se incubaron en medio GGT (LifeGobal®) bajo aceite mineral SAGE. A las 16-18 hs

se evaluo la fecundacion, la cual fue considerada normal cuando se observo la presencia de dos
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prondcleos y dos cuerpos polares. Los embriones fueron cultivados individualmente en gotas de
50 ul o en placa especifica para incubador de tipo time lapse, utilizando medio GGT (LifeGlobal®)
desde el dia uno hasta el D5 sin interrupcion y se evaluaron morfolégicamente segun criterio
ASEBIR (2015). Se consideraron viables aquellos embriones que presentaron clasificacion A, B o
C. Los mismos fueron transferidos en fresco o vitrificados (técnica de Kitazato®, segun las
indicaciones del fabricante). En los ciclos con PGT, en el dia cuatro del desarrollo embrionario se
realiz6 hatching asistido (AH) (ruptura de la zona pellcida que rodea al ovocito) y a los 5 0 6 dias
de desarrollo embrionario se realiz6 la biopsia embrionaria mediante la técnica con laser
(OctaxEyeWare, v 2.2.0.269).

7.9. Analisis de anomalias cromosomicas (PGT-a):

Para la biopsia embrionaria, se extrajeron entre 5y 8 células del TE de los embriones que, en
el dia 5, 6 o 7 del desarrollo, alcanzaron el estadio de blastocisto con calidad A, B o C (segun el
criterio de clasificacion morfolégica de ASEBIR, 2015). Esta practica es considerada segura y
ampliamente utilizada en los protocolos actuales de diagndstico genético preimplantacional
(Harton et al., 2011).

Los tubos se rotularon con las iniciales de la paciente y el nimero de embridn, y se conservaron
a—20 °C hasta su envio.

Tras la biopsia, los embriones se devolvieron a su placa de cultivo original y permanecieron
alli hasta su vitrificacion, la cual se realiza en un plazo maximo de una hora desde la extraccién
celular, garantizando asi la viabilidad embrionaria (Maggiulli et al., 2019).

El material de TE obtenido se procesé mediante tubing, procedimiento que consiste en
enjuagar las células en el medio de lavado provisto por la empresa de diagndstico genético y
transferirlas a un tubo Eppendorf con 2 puL de medio de carga (Liu et al., 2020). Las muestras se
agruparon en lotes y se enviaron semanalmente a la empresa contratada para su analisis genético.

7.10. Anélisis Estadistico:

El analisis estadistico fue realizado utilizando el software Stata version 11 (StataCorp, College
Station, TX, USA). Para el analisis comparativo, las poblaciones de estudio se dividieron en tres
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grupos etarios segun la edad de las donantes: Grupo A (18-23 afios), Grupo B (24-28 afos) y
Grupo C (29-34 afios).

Previo a la seleccion de las pruebas estadisticas, se evaluaron los supuestos de normalidad
de las variables cuantitativas mediante pruebas de Shapiro-Wilk y la inspeccion grafica de
histogramas y diagramas de caja con el fin de analizar la forma de la distribucion, la presencia de
valores atipicos (outliers) y la variabilidad entre grupos. En los casos en que dichos supuestos se
cumplieron, y considerando el tamafio muestral, se utilizaron pruebas paramétricas para la
comparacion entre grupos, aplicandose el analisis de varianza de una via (one-way ANOVA).

Cuando las variables no cumplieron con los supuestos de normalidad, la comparacion de
variables cuantitativas entre dos grupos se realiz6 mediante la prueba de suma de rangos de
Wilcoxon (Mann-Whitney), mientras que las comparaciones de proporciones se efectuaron
utilizando la prueba de Chi-cuadrado (y?). Los resultados se consideraron estadisticamente
significativos cuando el valor de p fue menor a 0,05.

Las variables continuas se expresaron como media + desviacion estandar (DS) cuando
correspondio a datos descriptivos generales, y como mediana con rango intercuartilico (percentiles
25-75) en aquellos andlisis en los que se aplicaron pruebas no paramétricas. Las variables
categdricas se expresaron como frecuencias y porcentajes.

Para el andlisis de los resultados se calcularon las siguientes tasas:

Tasa de fecundacion: proporcion de ovocitos con dos pronicleos (2PN) respecto del total de
ovocitos MII inseminados (2PN/MII x 100).Tasa de embriones euploides: numero de embriones
euploides sobre el total de embriones biopsiados (embriones euploides/embriones biopsiados x
100).

Tasa de blastocisto viable: proporcion de ovocitos fecundados que alcanzaron el estadio de
blastocisto viable (blastocistos viables/ovocitos fecundados x 100).

Calidad embrionaria: evaluada segln criterios morfolégicos ASEBIR, considerando la
clasificacion del trofoectodermo y la masa celular interna.

Los graficos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism version 8.
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7.11. Consideraciones Eticas

El estudio se llevo a cabo respetando las normativas éticas establecidas, obteniendo el
consentimiento informado de todas las donantes y receptoras. La confidencialidad y anonimato de
los participantes fueron garantizados durante todo el proceso de investigacion.

Asimismo, el proyecto cuenta con la aprobacién del Comité Institucional de Etica en
Investigacion Clinica de WeFIV (Codigo de registro: 16437).

8. RESULTADOS

8.1. Estimulacion ovérica y recuperacion ovocitaria
Para el anélisis de la respuesta ovérica y recuperacion de ovocitos, se exportaron del sistema
VRepro un total de 556 ciclos de puncion de donante correspondientes al periodo comprendido
entre enero de 2023 y diciembre de 2024, los cuales se dividieron en tres grupos etarios: Grupo A
(18-23 afos), Grupo B (24-28 afios), Grupo C (29-34 afios), tal como se describi6 previamente.
El anélisis de los resultados de la estimulacidn ovarica y la puncion de las donantes no mostro
diferencias significativas entre los grupos (Tabla I), observandose porcentajes similares tanto en la

cantidad de ovocitos recuperados por puncion como en el porcentaje de ovocitos maduros.
Tabla I. Caracteristicas de las donantes. Los valores se expresan como media £ DS. No se observaron diferencias

significativas entre grupos.

Grupo A Grupo B Grupo C Valor p
Edad de la
21,45+ 1,33 2599+ 144 30,06 + 1,06
donante
Dias de
_ _ 11,74+ 2,19 11,90+ 1,95 12,13 + 3,90 >0,05
estimulacién
Ovocitos
25,33+ 9,03 2479 + 10,12 22,01 +8,80 >0,05
recuperados
Ovocitos
20,72+7,98 19,98+8,30 18,16+7,88 >0,05
maduros
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Estos resultados indican que, dentro del rango de edad analizado (18-34 afios), la edad de las
donantes no influyd de manera relevante en la respuesta a la estimulacion, mostrando que las
donantes se comportan de manera similar al estimulo recibido.

8.2. Tasa de fecundacion y desarrollo embrionario

Para el andlisis de la tasa de fecundacion y desarrollo embrionario se exportaron del sistema
VRepro un total de 429 ciclos de receptoras de ovocitos, los cuales se dividieron en los tres grupos
etarios, segun la edad de la donante de los ovocitos; quedando 206 ciclos para el grupo A, 163 para
el grupo B y 60 para el grupo C. Cabe mencionar que la media de ovocitos recibidos por cada
pareja fue similar en los tres grupos con una media de aproximadamente 9 ovocitos por pareja o
ciclo.

La tasa de fecundacion no presentd diferencias significativas entre los tres grupos analizados
(Tabla I1).

Tabla Il: Efecto de la edad de las donantes sobre los resultados de ICSI. P > 0,05; no significativo.

Grupo A Grupo B Grupo C Valor p
Nro de ovocitos MlI 1910 1656 601
Nro de ovocitos fecundados 1499 1300 475
Nro de blastocistos viables 834 732 267
Tasa de fecundaciéon (%) 78,48 78,50 79,03 >0,05
Tasa de blastulacion (%) 55,63 56,30 56,21 >0,05

A diferencia de lo reportado por trabajos previamente publicados, en el presente estudio no se
observaron diferencias significativas en la capacitad de los ovocitos fecundados de alcanzar el
estadio de blastocisto entre los tres grupos etarios (Tabla II). Este hallazgo indica que, dentro del
rango de edades evaluado, la edad de la donante no parece influir de manera significativa en la
capacidad de los ovocitos para generar embriones viables, a pesar de las tendencias descritas

previamente en la literatura.
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8.3. Morfologia y estado cromosomico de los embriones

En un total de 415 ciclos, 1101 embriones fueron biopsiados entre los 3 grupos, donde 446
corresponden al grupo A, 457 al grupo B y 198 al grupo C. Los tres grupos mostraron proporciones
similares de embriones de calidad A, B y C evaluada segln el criterio ASEBIR, sin observar

diferencias significativas entre los grupos (Tabla I11).

Respecto a la euploidia de los embriones, 307 resultaron euploides para el grupo A, 310 para
el grupo B, y 131 para el grupo C evaluados a través de PGT. Sin embargo, las tasas de euploidia

fueron similares entre los grupos, donde no se presentaron diferencias significativas (Tabla I11).

Tabla Il1. Distribucién de la calidad embrionaria y tasas de euploidia segin grupo etario de las donantes.
Distribucion porcentual de calidad embrionaria (A/B/C), y los resultados de PGT: embriones euploides del total de

blastocistos biopsiados (%).

Grupo A Grupo B Grupo C Valor p
A 26,16 23,24 21,66 >0,05
Calidad
) ) B 45,54 50,93 52,65 >0,05
embrionaria (%)
C 28,30 25,83 25,69 >0,05
Embriones euploides
68,83 67,83 66,16 >0,05
(%)

Estos resultados sugieren que la proporciéon de embriones cromosémicamente normales no se

vio afectada de forma significativa por la edad de las donantes.

8.4. Evaluacion con IA (iDAScore®)
Tal como se menciona en la introduccion, las herramientas de 1A nos permiten evaluar de una
manera mas objetiva e independientemente del operador la calidad embrionaria. Es por ello que
quisimos aprovechar esta herramienta para analizar con mayor precision el impacto de la edad de

las donantes de ovocitos en la calidad de los blastocistos. El andlisis automatizado mediante
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iDAScore® 2.0 permitio identificar diferencias significativas en los valores asignados a cada
embrion (Figura 10) entre los grupos.Mas especificamente, el grupo intermedio (24-28 afos)
mostré una mediana significativamente mayor de puntuacion respecto al grupo joven (p < 0,05),
asi como un mayor porcentaje de embriones con valor de iDAScore® > 7,3, que nos indica una
alta probabilidad de implantacion (Figura 11).

10 3 b ab

GRUPO A GRUPO B GRUPO C

Valores de IDAScore para
blastocistos

Figura 10: Valores de IDAscore asignados a cada embrién en los diferentes grupos. Los diagramas de caja
muestran la mediana (linea horizontal), los percentiles 25 y 75 (bordes de la caja), y los valores minimo y maximo
(bigotes). a vs b: p<0,05
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Figura 11: Potencial de implantacion embrionaria: las cajas en violeta oscuro representan el porcentaje de
embriones con alto potencial de implantacién (IDAscore > 7,3) y las cajas en violeta claro el porcentaje de embriones
con bajo potencial de implantacién (IDAscore < 7,3). NUmero total de embriones en cada grupo: 1=523; 2= 523; 3=
168. A vs b< 0,05.

Si bien el grupo B (24-28 afios) presento valores significativamente superiores respecto al
grupo A, el grupo C (29-34 afios) mostré un porcentaje igual o superior de embriones con alto
potencial de implantacién (iDAScore® > 7,3) en comparacion con el grupo B, sin evidenciar un
deterioro del desempefio embrionario. Cabe aclarar que, si bien el Grupo C presentd valores
absolutos superiores a los Grupos A y B al analizar el porcentaje de embriones con puntuaciones
de iDAScore® por encima del umbral asociado a un mayor potencial de implantacion, dichas
diferencias no alcanzaron significacion estadistica. Este resultado podria estar relacionado con el
menor tamafio muestral de dicho grupo. En base a estos hallazgos, los resultados sugieren que la
edad ovocitaria intermedia podria asociarse con una mejor calidad embrionaria, incluso en ausencia

de diferencias en la tasa de euploidia

8.5. Andlisis seminal basal
Con el objetivo de evaluar si las diferencias encontradas se asocian a una disparidad en los

parametros seminales, se realiz6 un andlisis de las muestras de semen utilizadas para el
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procedimiento, previo a la seleccion espermatica (pre-swim-up). Este estudio permitid caracterizar
el perfil espermatico inicial de las muestras empleadas en cada grupo etario, considerando variables
como el volumen seminal, la concentracion espermética y la motilidad progresiva. Ademas, se
analizo la proporcion de uso de semen de donante en cada grupo, con el fin de controlar posibles
sesgos derivados del factor masculino.

En este analisis, se observaron diferencias significativas con respecto al volumen de semen
recolectado (Figura 12-A), en donde el grupo B resulté significativamente menor a los grupos A 'y
C (p < 0,05). También existieron diferencias significativas en la motilidad progresiva, donde el
grupo 2 nuevamente presentd un porcentaje significativamente menor que el grupo A (p < 0,05),
mientras que el grupo C no difirio notablemente de ninguno de los dos grupos restantes (Figura 12-
C).

En cuanto al recuento espermatico (Millones/ml) (Figura 12B), no se observaron diferencias
significativas entre los 3 grupos (p > 0,05). Por otra parte, en cuanto a la proporcion de ciclos en
los que se empled semen de donante (Figura 12-D), se observéd una mayor frecuencia en el Grupo
A respecto de los Grupos B y C, aunque estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica
(p > 0,05).
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Figura 12: Perfil de las muestras seminales. (A) Volumen de semen recolectado (ml). (B, C) Concentracion
espermatica (millones/ml) (B) y motilidad progresiva (C) en las muestras seminales antes de la seleccion espermatica.
(D) Proporcidn de uso de semen de donante en cada grupo. Los datos se representan mediante diagramas de violin que
muestran la medianay el rango intercuartilico. Los grupos que comparten la misma letra no difieren significativamente;

letras diferentes indican p < 0, 05.

Los resultados del anélisis del factor masculino, nos muestran que a pesar de presentar mejores
resultados in vitro (Ver figura 10 y 11), el Grupo B mostré una mayor frecuencia de muestras
seminales anormales (Figura 12), lo que respalda la idea de que los ovocitos de donantes de edad
intermedia exhiben un mejor desempefio global.

Curiosamente, al analizar los resultados solo en el grupo de pacientes con muestras seminales
normospérmicas (n= 277), si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas en

la tasa de fertilizacion entre los grupos etarios de donantes (p > 0,05) (Tabla IV), la tasa de
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blastulacion mostr6 una diferencia significativa entre los grupos (p < 0,05). Como puede observarse
en la Tabla IV, las donantes del rango de edad intermedio presentaron porcentajes de llegada a
blastocito méas altos que el grupo etario de menor edad.

Tabla V. Tasa de fertilizacién y tasa de blastulacion segun grupo etario en ciclos con muestras seminales

normospérmicas. Los resultados muestran el valor medio y entre parentesis el Ic 5% y el Ic 95%. Grupo A vs Grupo

B p=0,04.
Grupo A Grupo B Grupo C Valor p

Tasa de

L 80 (72-86) 80 (70-87) 82 (67-92) >0,05; ns
fertilizacién
Tasa de

) 57 (52-60) 63 (61-70) 63 (46-77) <0,05; *

blastocisto

En conjunto, estos resultados sugieren que, bajo condiciones seminales normales, la edad de
la donante no afecta de forma significativa la tasa de fecundacion, pero si podria influir en el
desarrollo embrionario posterior, evidenciandose un menor rendimiento en la formacion de

blastocistos en las donantes mas jovenes.

9. DISCUSION

En el presente estudio se analizaron los resultados de ovodonacidn en tres grupos etarios de
donantes, con el objetivo de evaluar la influencia de la edad en la estimulacion ovarica, el desarrollo
embrionario y el potencial implantatorio. Si bien no hemos observado diferencias significativas en
la tasa de fertilizacion mediante ICSI, la llegada a blastocisto, su calidad o la tasa de euploidia, la
innovacion tecnoldgica nos ha permitido evidenciar una diferencia significativa en la calidad
embrionaria siendo la de mejor calidad la del grupo de edades intermedias.

El analisis mediante herramientas de IA permitio identificar diferencias sutiles en el potencial
implantatorio que no fueron detectadas mediante los métodos tradicionales de evaluacion
morfoldgica ni por el analisis de euploidia. En particular, si bien el grupo de donantes de edad

intermedia presento mejores resultados que el grupo més joven, el grupo de mayor edad dentro del
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rango estudiado mostré un desempefio comparable o superior, lo que sugiere que la competencia
ovocitaria se mantiene preservada hasta los 34 afos. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la
edad de la donante influye en la calidad embrionaria mas all& del estado cromosdémico y destacan
el valor agregado de las herramientas basadas en IA para la seleccién embrionaria.

En primer lugar, el analisis de la estimulacion ovérica y de la puncién ovarica, mostrd
porcentajes similares de recuperacion ovocitaria y de ovocitos maduros entre los grupos, sin que la
edad de la donante condicionara de manera significativa en estas variables. Este resultado coincide
con lo sefialado por Gurtcheff et al. (2023), y respalda la idea de que la maduracion mei6tica no se
ve sustancialmente afectada por diferencias etarias dentro del rango de donantes (18 a 34 afios).

De manera similar, las tasas de fecundacion y blastulacion se mantuvieron comparables entre
los grupos, incluso luego de excluir los ciclos con factores masculinos severos (biopsia testicular,
conteo espermatico <1x10¢ml, abstinencia inadecuada, contaminacion, hematospermia o ITS no
tratadas).Estos hallazgos son comparables con los reportados por Humphries et al. (2019), quien
tampoco observd diferencias clinicas significativas entre donantes menores de 25 afios en
comparacion con aquellas de 25 a 30 afios.

En cuanto a la euploidia embrionaria, las tasas de embriones euploides fueron comparables
entre los tres grupos, mostrando que, en nuestra poblacion, la edad de la donante no tiene impacto
en la proporcion de embriones cromosémicamente normales. Nuestros resultados difieren de lo
reportado por Nazemian et al. (2010), Hoyos et al. (2020), quienes informaron una mayor
frecuencia de aneuploidias y menor desarrollo embrionario en donantes mas jovenes. Sin embargo,
concuerdan en parte, con lo reportado por Kahn et al. (2025), quienes describieron mejores tasas
de nacidos vivos en donantes muy jovenes sin diferencias en la euploidia. Si bien ain resta evaluar
los resultados gestacionales y la tasa de recién nacido de nuestras pacientes, las evidencias apoyan
la idea de que el estado cromosdmico es solo una fraccidn de lo que es relevante para definir al
ovocito con mayor potencial implantatorio, existiendo diferencias que aun no son detectables con
las técnicas disponibles.

Un aspecto particularmente relevante de este trabajo fue la evaluacion del potencial

implantatorio mediante iDAScore® 2.0, una herramienta basada en IA. Los resultados mostraron
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una puntuacion significativamente mayor en el grupo de donantes de mediana edad (24—28 afios)
en comparacion con las mas jovenes, asi como un mayor porcentaje de embriones con valores
superiores a 7,3, que indican un alto potencial de implantacion. Estos hallazgos son consistentes
con lo planteado por Hoyos et al. (2020), quienes sugieren que el rango optimo de edad para la
donacion se encuentra entre los 25 y 30 afios, y con Frederiksen et al. (2023), quienes demostraron
que los extremos etarios, tanto la juventud como la edad avanzada (>34-35 afios), constituyen
factores de riesgo para la aneuploidia embrionaria. La identificacion de diferencias mediante un
sistema de 1A, no evidentes con los métodos tradicionales de evaluacion embrionaria, sugiere no
solo que esta herramienta puede aportar un valor agregado en la prediccion del éxito reproductivo
sino también apoya la idea de priorizar la utilizacion de ovocitos de mujeres de edades intermedias
(24-28 afios) en ciclos de ovodonacion.

Finalmente, nuestros resultados mostraron diferencias significativas entre los grupos etarios
de donantes en los pardmetros seminales, tales como motilidad y recuento espermatico, sugiriendo
que los ovocitos provenientes de donantes de edad intermedia fueron capaces de compensar mejor
las anomalias seminales. Esto indica que, aun cuando se utilizaron muestras de menor calidad, estos
ovocitos generaron los embriones con mejor puntuacion segun la evaluacion por IA. Estos
hallazgos coinciden con lo propuesto por Capelouto et al. (2018), quienes sostienen que las
variaciones en la calidad seminal no necesariamente se traducen en diferencias en los resultados
reproductivos cuando el factor ovocitario esta controlado.

Con el fin de profundizar este hallazgo y aislar el efecto del factor masculino, analizamos los
ciclos que incluian exclusivamente muestras normospérmicas segun los criterios de la OMS (2010).
Esta decision se baso en la posibilidad de que las muestras seminales, en promedio de menor
calidad, del grupo intermedio hubieran enmascarado el efecto positivo de sus ovocitos sobre la tasa
de blastulacion. Los resultados respaldaron esta hipétesis, mostrando que, al restringir el analisis a
las muestras seminales normales, las tasas de blastulacion fueron mayores en el grupo etario
intermedio respecto al de menor edad.

En conjunto, los resultados de este estudio refuerzan la idea de que la edad de la donante

influye en el desarrollo embrionario y el potencial de implantatorio mas alla del estado de euploidia.

Pagina 38 de 46




INFLUENCIA DE LA EDAD DE LAS DONANTES EN LA TASA
UADE DE EMBRIONES EUPLOIDES EN CICLOS DE OVODONACION

Fraga, Joaquin

Asimismo, sugieren que el rango etario de 24 a 28 afos podria representar un punto 6ptimo para
maximizar las probabilidades de éxito en ciclos de ovodonacion, y que la incorporacion de
evaluaciones basadas en IA puede ofrecer una ventaja significativa al detectar diferencias no

identificadas por los métodos tradicionales.

10. CONCLUSION

En conclusién podemos decir que la edad de la donante puede influir en el potencial de
implantacion embrionaria, mostrando un mayor rendimiento en los embriones derivados de
donantes de entre 24 y 28 afos, incluso en presencia de muestras de calidad seminal reducida.
Finalmente, se destaca el valor de las herramientas basadas en 1A, como iDAScore®, que permiten
detectar diferencias en el potencial embrionario que podrian pasar inadvertidas mediante la
evaluacion morfoldgica tradicional.

Si bien aun resta evaluar los resultados reproductivos para determinar si el grupo B presenta
una mejor tasa de nacidos vivos, los hallazgos presentados en este trabajo destacan la importancia
de continuar los estudios orientados a definir el rango etario ideal no solo para la donacion de
ovocitos, sino también para su criopreservacion. Asimismo, respaldan la incorporacién de
herramientas de IA para la clasificacion embrionaria.

En conjunto, estos resultados podrian contribuir a optimizar la toma de decisiones médicas y
mejorar los resultados clinicos en reproduccidn asistida traduciéndose en un beneficio directo para
las pacientes que recurren a la donacion de ovocitos, al permitir una mejor seleccion de donantes,
incrementando las tasas de éxito y reduciendo la carga emocional, fisica y econdmica asociada a

los procedimientos fallidos.
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