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Impacto de la eclosion asistida
con laser (técnica en cuartos) en
pacientes con pobre prondstico
reproductivo

las bajas tasas de implantacion representan el mayor
obstaculo a vencer para mejorar la eficacia de las técnicas de repro-
duccién asistida. Los principales factores asociados con la implantacién
son: calidad embrionaria, receptividad endometrial y transferencia de
embriones. La técnica de la eclosién asistida se ha propuesto para in-
crementar las tasas de implantacién en pacientes con pobre pronéstico
reproductivo.

valorar el efecto de la eclosion asistida con laser (técnica en
cuartos) en pacientes con pobre prondstico reproductivo.

estudio clinico controlado, prospectivo y con
asignacion al azar al que se incluyeron pacientes con pobre pronéstico
reproductivo: mujeres de + 38 afos de edad, con concentraciones de
FSH basal > 12.0 mUI/mL, con dos o mas ciclos fallidos de FIV-ICSI.
El grupo de estudio lo conformaron mujeres a quienes se les realizé
eclosién asistida a todos los embriones y al grupo control no se le
efectu6 ninguna técnica de reproduccion asistida.

se registraron 303 ciclos: 154 del grupo de estudio y 149 del
control. Las tasas de embarazo (40.1 vs 19.7%) e implantacién (17.5 vs
8.3%) fueron significativamente mayores en el grupo de estudio. No se
encontraron diferencias significativas en las tasas de embarazo miltiple
(13.11 vs 10% ) y aborto (14.7 vs 17.2).

las pacientes con pobre pronéstico reproductivo se bene-
fician con la técnica de eclosion asistida por laser (técnica en cuartos)
porque se incrementa la posibilidad de implantacion y gestacién de
los embriones transferidos.

eclosion asistida, laser, fertilizacién in vitro, ICSI.

Impact of laser-assisted hatching
(quarter technique) in poor prognosis
patients

Poor implantation rates continue to be the determinant
factor for results in assisted reproductive techniques; many factors are
thought to be involved including embryo quality, endometrial recep-
tivity and embryo transfer. Assisted hatching has been proposed as a
technique to improve implantation rates in selected groups of patients,
especially with poor prognosis.
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To evaluate the impact of the laser assisted hatching per-
formed with quarter technique in patients with poor prognosis.

Prospective, controlled and randomized clinical
study. The study group included patients with poor prognosis: maternal
age > 38 years, basal FSH > 12.0 mUI/mL, two or more previous FIV/
ICSI failures. The control group don’t received neither assisted repro-
ductive techniques.

We registered 303 cycles: n=154 in study group (laser assisted
hatching) and n=149 in control group. Clinical pregnancy (40.1 vs
19.7%) and implantation (17.5 vs 8.3%) rates were significant higher
in laser assisted hatching group, there were not significant differences
between multiple pregnancy (13.11 vs 10%) and miscarriage (14.7 vs

17.2) rates.

Laser assisted hatching with quarter technique improves
pregnancy and implantation rates in poor prognosis patients.

Assisted hatching, laser, in vitro fertilization, 1CSI.

Las bajas tasas de implantacion representan el
Gltimo obstaculo a vencer para mejorar la efi-
cacia de las técnicas de reproduccién asistida.
La mala calidad embrionaria y deficiente recep-
tividad endometrial son las principales causas
de baja implantacién en humanos, incluida
la capacidad limitada de los blastocistos para
eclosionar la zona pelicida, lo que repercute
negativamente en el proceso. Las situaciones
que interfieren con la eclosion espontanea son:
edad avanzada,'? elevadas concentraciones de
FSH y diagnéstico de infertilidad,® el ambiente
hormonal alterado durante la estimulacién ova-
rica’** o las condiciones artificiales del cultivo
in vitro>” (inducen el endurecimiento o grosor
anormal de la zona peltcida), criopreservacion
ovular y embrionaria, y la utilizacién de évulos
madurados in vitro.®

La zona pelicida es una matriz acelular com-
puesta por glucoproteinas sulfatadas, con
diferentes funciones durante la fertilizacién y el

desarrollo embrionario. Permite la entrada de un
solo espermatozoide para fertilizar al ovocito y
bloquea el ingreso de multiples espermas. Des-
pués de la fertilizacién la zona pelticida contiene
y da forma al embrién, facilita su transito a
través de la trompa de Falopio hasta la cavidad
endometrial y lo protege de microorganismos y
células del sistema inmunitario. Es indispensable
que el embrién en estadio de blastocisto se libere
espontaneamente de esta capa protectora para
realizar adecuadamente el proceso de implan-
tacién; sin embargo, en algunas situaciones no
sucede y requiere efectuarse de manera artificial.

La rotura o adelgazamiento artificial de la zona
pelicida se conoce como eclosion asistida (as-
sisted hatching). Es una técnica utilizada desde
1988, por Cohen y su grupo,’® para facilitar la
salida del embrién de la zona peltcida y permitir
el contacto mas temprano con el endometrio. El
mecanismo de eclosién asistida para estimular
la implantaciéon embrionaria aln se descono-
ce, pero se sabe que esta relacionado con la
implantacion anticipada en humanos.'® Se ha
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demostrado que el tiempo de implantacién
ocurre 1-2 dias antes en mujeres con estimu-
lacién ovarica con gonadotropinas exdgenas
comparadas con mujeres con ciclos naturales.
La aplicacién clinica de la eclosién asistida se ha
propuesto como estrategia para incrementar las
tasas de implantacién y embarazo después de la
fertilizacién in vitro. Cohen y sus colaboradores
fueron los primeros en reportar el incremento
en el porcentaje de implantacion después de la
diseccion parcial de la zona peldcida en em-
briones procedentes de fertilizacion in vitro. Esos
investigadores sugirieron que la técnica facilita
la eclosién del embrién' y la desarrollaron en
1990." Posteriormente, publicaron un estudio
prospectivo, con asignacion al azar, con embrio-
nes en el dia 3 del desarrollo y seleccionaron los
de pobre prondstico (zona pellcida densa, bajo
ndmero de blastémeros y alto grado de fragmen-
tacion) e indicaciones para realizar esta técnica.
Los resultados mostraron mayor porcentaje de
implantacion después de la eclosién asistida.™

La eclosion asistida, como herramienta para
incrementar las tasas de implantacion, se efec-
tha el dia de la transferencia, casi siempre entre
el dia 2 y 3 del desarrollo embrionario. Este
procedimiento consiste en adelgazar la zona
pelicida''® haciéndole un orificio o eliminan-
dola por completo.™

Entre las diferentes técnicas de eclosién asistida
se incluyen: diseccién parcial de la zona peld-
cida (zona drilling), adelgazamiento de la zona
con solucién 4cida de Tyrode, técnica con lasery
la utilizacion de un piezo-eléctrico'® (dispositivo
que penetra y reduce la zona peltcida mecani-
camente mediante un movimiento vibratorio de
una aguja producido por pulsos eléctricos; la
velocidad e intensidad de los pulsos se regulan
con un controlador y el movimiento de la aguja
no es lineal, sino circular en un mismo plano,
con lo se que logra perforar y adelgazar la zona
peldcida).
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Las técnicas mecdnicas y quimicas para adel-
gazar o abrir artificialmente la zona pelicida
generan minimos efectos adversos en los em-
briones.”” La principal ventaja del laser es que
disminuye esos efectos: se ha comprobado que
produce un minimo efecto térmico sin dafar las
células, y permite realizar orificios de manera
rapida, eficiente, precisa y libre de sustancias
quimicas.'®

Diversos estudios han evaluado los efectos del
laser en embriones humanos y en modelos
animales, sin provocar efectos adversos en los
desarrollados in vitro, lo que representa una
técnica segura.'®??

En los Gltimos afos se ha incrementado, en las
unidades de reproduccion asistida, la utilizacion
del laser diodo infrarrojo de no contacto (1.48
pm) para la eclosion asistida, en lugar de mé-
todos fisicos o quimicos debido a sus ventajas,
pues permite gran precision en la ablacién de la
zona peldcida, sin necesidad de provocar algin
contacto fisico o mecénico. La emision del rayo
se realiza a través del objetivo del microscopio,
con minima absorcién por la caja 'y el medio de
cultivo, para evitar el pico de absorcion ultra-
violeta del ADN y generar efectos mutagénicos
en el embrién. Esta técnica ha desplazado a la
eclosion asistida con solucion acida de Tyro-
de, porque provoca un efecto embriotéxico.*
Ademas, la utilizacion del laser es simple y con
alta consistencia entre diferentes operadores,
aunque requiere de equipo mas complejo y
adiestramiento especial.

Los estudios que evallan la efectividad de los
diferentes métodos de eclosién asistida son
escasos. Balaban y su grupo compararon cua-
tro diferentes técnicas: 1) eclosion asistida por
adelgazamiento de la zona pelicida con pro-
nasa, 2) diseccion parcial de la zona peltcida,
3) aplicacion de acido de Tyrode y 4) uso del
laser; y no encontraron diferencias en las tasas
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de implantacién ni de gestacién (estudio no alea-
torio).* Los trabajos aleatorios que comparan
estas técnicas con la formacion del blastocisto
eclosionado in vitro y la subsecuente tasa de
implantacion son escasos.

Aun en los centros donde se realiza la eclosion
asistida con laser puede haber diferencias en
las tasas de gestacion e implantacion, segin
el tipo de ablacién que practiquen en la zona
peltcida. Mantoudis y su grupo propusieron
tres modalidades de ablacién: 7) eclosién total,
2) eclosion parcial y 3) eclosion en cuartos, y
encontraron que esta Gltima modalidad genera
tasas de gestacion y embarazo en evolucién mas
altas; por lo tanto, sugieren que la ablacion de la
zona peldcida en su capa mas interna puede ir en
detrimento con la implantacion del embrion.2®
Existe consenso de inefectividad del uso rutinario
de esta herramienta cuando no se tiene alguna
indicacion especifica para realizarla.?”

El objetivo de este estudio es valorar el efecto de
la eclosion asistida con laser mediante la técnica
en cuartos en pacientes con pobre prondstico
reproductivo (edad materna avanzada mayor de
38 anos, concentraciones elevadas de FSH basal
>12.0 mUI/mL, mas de dos ciclos de implanta-
cién FIV-ICSI fallidos).

Estudio controlado, prospectivo y con asignacion
al azar efectuado en el Instituto de Ciencias en
Reproduccién HumanaVida, Leén, Guanajuato,
México, entre enero de 2008 y junio de 2010.

De acuerdo con la definicién de pobre prondsti-
co reproductivo (cualquier paciente con alguno
o mas de los criterios) se incluyeron pacientes
iguales o mayores de 38 anos de edad, con con-
centraciones de FSH basal > 12.0 mUI/mL, dos o
mas ciclos fallidos de FIV-ICSI con transferencia
de 6 0 mas embriones de buena calidad, con re-

ceptividad endometrial adecuada y transferencia
embrionaria no traumatica.

Con previa autorizacién del Comité de Etica del
Instituto Vida se solicit el consentimiento de las
pacientes para participar en el estudio. Se les
explicaron la técnicay las probables ventajas del
procedimiento. El grupo de estudio y el control
se asignaron al azar conforme ingresaron al
programa de FIV-ICSI.

Los criterios de exclusion fueron: pacientes
con embriones procedentes de ovodonacién o
criopreservados, mujeres con menos de 2 foli-
culos, embriones de mala calidad, endometrio
no receptivo o con transferencia embrionaria
traumatica.

Para el protocolo de estimulacién ovdrica se
administaron 300 Ul/dia, por via subcutanea,
de FSH recombinante (Gonal-f®) en el segundo
dia del ciclo menstrual. Todos los ciclos se reali-
zaron con un protocolo flexible de antagonistas
de GnRH (Cetrotide®), con aplicacién diaria por
via subcutidnea cuando dos foliculos alcanzaran
14 mm de didmetro. Se efectuaron ultrasonidos
vaginales para monitorizar el desarrollo folicular.
El pico de ovulaciéon con hGC recombinante
(Ovidrelle®) se considerd al detectar, al menos,
1 foliculo de 20 mm de diametro; 37 horas des-
pués se efectud la aspiracién mediante puncién
transvaginal guiada por ultrasonido.

La preparacién del semen, identificacion y
cultivo de ovocitos y embriones se realizé de
acuerdo con los protocolos preestablecidos
para fertilizacion in vitro e ICSI. Después de su
obtencion, los ovocitos se lavaron en HTF con
Hepes (LifeGlobal®), se cultivaron en microgotas
de 20 pL de Global for Fertilization (LifeGlobal®)
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suplementado con HSA al 5% (LifeGlobal®),
cubiertas con parafina liquida; posteriormente
se inseminaron con 200,000 espermatozoides
moviles progresivos por mL o microinyectados,
segln la técnica publicada.?®?° Los ovocitos
inseminados se evaluaron a las 17 y 20 horas,
para observar la formacion de prontcleos y
confirmar su adecuada fertilizacién. Los cigotos
resultantes se cultivaron en microgotas de 20 pL
de LifeGlobal® suplementado con HSA al 5%.
Se evalué6 la morfologia embrionaria segin su
nimero de blastomeros, regularidad, grado de
fragmentacién, y mononucleacién, multinuclea-
cién, o ambas.

Procedimiento de la eclosioén asistida

Una vez seleccionados los embriones para su
transferencia, minimo 1 hora antes, se realiz6
la eclosion asistida con un laser OCTAX diodo
de 1.48 pm adaptado a un microscopio inver-
tido Olympus®. La muestra con los embriones
se coloco en la placa térmica del microscopio
invertido y se posicion6 el objetivo del laser, tra-
tando de establecer como sitio diana la parte del
embrién donde los blastémeros se encontraran
mas alejados de la zona pellcida a tratar, con
la finalidad de evitar dafarlos. El grosor de la
zona pellcida se midié en 3 diferentes puntos
y se obtuvo su promedio (Figura 1). Se realizé la
ablacion de la zona peltcida mediante la técnica
de cuartos; el laser se activd con una duracion
del pulso de 3.6 milisegundos, y se realizaron 6
a 7 disparos por embrion. Se registré el grosor
inicial y final de la zona pelicida e intenté adel-
gazarla de 7 a 8 pm, hasta adelgazar una cuarta
parte (Figura 2). Después de la eclosion asistida
se incubaron nuevamente los embriones hasta
el momento de su transferencia.

Transferencia embrionaria

La transferencia de embriones se efectud entre
el dia 2 y 3. Se seleccionaron los embriones de

Volumen 83, Nim. 11, noviembre, 2015

Figura 1. Embrién sin eclosion asistida.

Figura 2. Embrién con eclosién asistida.

mejor calidad para transferencia, segin el niime-
roy regularidad de los blastémeros y la cantidad
de fragmentos extracelulares. La técnica se llevo
a cabo con guia ultrasonografica, con un catéter
de Frydman® Ultrasoft. Las pacientes permane-
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cieron en reposo durante 1 hora después de la
transferencia embrionaria.

Se administr6é progesterona (50 mg al dia por
via intramuscular) a partir del dia 1, durante 8 y
10 semanas, a menos que la fraccién beta-hGC
resultara negativa. La determinacion de la frac-
cién beta-hGC se efectud 14 dias después de la
transferencia de embriones. El diagnéstico de
embarazo clinico se establecié con la deteccién
del latido cardiaco fetal por ultrasonido, después
de 6 a 7 semanas de la transferencia.

Se utilizé t de Student y %. El valor <0.05 se
considerd con significacion estadistica.

Se registraron 303 ciclos, de los que 154 corres-
pondieron al grupo de estudio (eclosién asistida
con laser mediante la técnica en cuartos, en
todos los embriones transferidos) y 149 ciclos al
grupo control (no se realizé eclosién asistida en
ninguno de los embriones transferidos).

No hubo diferencias entre los grupos en: edad
de las pacientes, nimero de intentos previos
de fertilizacion in vitro, concentracion de FSH
basal y porcentaje de pacientes a quienes se
practico ICSI como técnica de inseminacion. El
diagnoéstico de ingreso al programa de reproduc-
cién asistida fue similar en ambos grupos. Estos
hallazgos sugieren grupos de estudio y control
equilibrados, adecuados para la valoracién de
la técnica a estudiar (Cuadro 1).

No se encontraron diferencias en el nimero de
ovocitos recuperados en ambos grupos, pero
se observaron similares tasas de fertilizacion,
degeneracion ovocitaria y divisién embrionaria.

Caracteristicas clinicas de las pacientes

Variable Grupo de Grupo P
estudio control

Edad 38.5+2.8 37.3+4.2 ns
Ndmero de intentos 1.8+1.4 1.4+1.2 ns
FSH basal 14.2+6.2 13.4+5.2 ns
Pacientes con ICSI (%) 81 72
Diagndstico (%)

Factor masculino 44.3 36.4 ns
Factor tubarico 24.3 25.0 ns
Inexplicable 22.0 21.5 ns
Endometriosis 30 34 ns
Baja reserva ovdrica 25 25 ns
Otros 5.2 5.6 ns

ns: no significativo.

Aunque se encontré un grosor ligeramente au-
mentado de la zona peldicida en las pacientes del
grupo de estudio, al compararlas con el grupo
control (15.5 + 2.4 vs 14.2 + 3.1 pm, respecti-
vamente) no existio diferencia estadisticamente
significativa.

En ninguno de los casos del grupo control se rea-
liz6 eclosion asistida, aun cuando sus ovocitos
tuvieran zona peldcida gruesa. Ningun caso de
eclosién asistida con laser mostré dafio visible de
los blastémeros ni del embridn. Se transfirieron
2.5 = 1.1 embriones por paciente en el grupo
de estudio y 2.6 + 1.2 en el control. La tasa de
embarazo clinico por transferencia embrionaria
fue significativamente mayor en el grupo de
estudio (40.1 vs 19.7%, respectivamente), con
una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05). La tasa de implantacién también fue
mayor en el grupo de estudio (17.5%) que en el
control (8.3%), con un valor de p<0.05.

La tasa de multigestacién fue similar en ambos
grupos (13.11 vs 10% en el grupo de estudio y
control) y todos los embarazos multiples identi-
ficados fueron gemelares (8 vs 3 en el grupo de
estudio y control). No hubo diferencias estadisti-
camente significativas en la tasa de aborto: 14.7
vs 17.2%, respectivamente (Cuadro 2).
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Resultados de la técnica de reproduccion asistida

Ndmero de ciclos
Ndmero de transferencias

Grosor inicial de la zona peltcida

Ovocitos recuperados

Tasa de fertilizacion

Tasa de degeneraci6n

Tasa de division

Media de embriones transferidos
Embarazo clinico-ciclo
Embarazo clinico-transferencia
Implantacién

Embarazo miiltiple

Aborto

(8/61) 13.11%
(9/61) 14.7%
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(3/29) 10.3%
(5/29) 17.2%

Grupo de estudio Grupo control p
154 149
152 147
15.5£2.4 pm 14.2+3.1 ym ns
6.52+4.9 7.314.4 ns
80.1+12 82.2+13 ns
3.5% 3.3% ns
90.1% 91.2% ns
2.5+1.1 2.6x1.2 ns
(61/154) 39.6% (29/149) 19.4% p<0.0001
(61/152) 40.1% (29/147) 19.7% p<0.0001
(69/394) 17.5% (32/385) 8.3% p<0.0001

ns
ns

ns: no significativo.

Existen resultados contradictorios acerca de las
ventajas de la eclosion asistida para mejorar
las tasas de implantacién y embarazo. Algunos
autores apoyan sus ventajas en mujeres de edad
avanzada'’*%3'y con falla repetida de la implan-
tacion,'>*?incluso en pacientes infértiles con buen
prondstico reproductivo.®® Sin embargo, Ma y su
grupo no encontraron mejores tasas de embarazo
en mujeres de edad avanzada, a quienes se les
practicé la eclosion asistida en ciclos de ICS],
pero observaron mayor tasa de implantacion.**

En un metandlisis se obtuvieron 1,160 estudios
relevantes, de los que solo 28 cumplieron con los
criterios predeterminados por los autores. Se ana-
lizaron 4 subgrupos de estudio: 7) transferencia
de embriones frescos de pacientes no selecciona-
das o mujeres sin pobre pronéstico reproductivo,
2) embriones frescos transferidos a mujeres con
fallas previas de implantacion, 3) embriones fres-
cos transferidos a mujeres de edad avanzada y
4) transferencia de embriones congelados de pa-
cientes no seleccionadas o sin pobre prondstico.
Los resultados sefialan que la eclosion asistida se
correlaciona con elevadas tasas de embarazo en
todas las pacientes (RR=1.11), con incremento

significativo en los subgrupos 2 (RR=1.73) y 4
(RR=3.40). En la variable de embarazo miltiple
se observé incremento significativo en todas las
pacientes (RR=1.45), mayor ain en los subgrupos
2 (RR=2.53) y 4 (RR=3.40). Esto sugiere que la
eclosion asistida se correlaciona con incremento
en la tasa de embarazo clinico y mdltiple en
mujeres con fallas repetidas de implantacion y
en quienes se transfieren embriones congelados.
Sin embargo, esta mejoria no se observo en el
grupo de pacientes no seleccionadas o sin pobre
prondstico, ni en mujeres de edad avanzada.®

Las pacientes con pobre pronéstico reproductivo,
como las mencionadas en nuestros criterios de
inclusion, se benefician de la eclosion asistida
con laser, pues encontramos casi el doble de
embarazos y de implantacién al compararlo con
pacientes de caracteristicas similares, en quienes
no se realizé la técnica de eclosion asistida. Ade-
mas, estos resultados se asocian con el estudio de
Hasan y colaboradores, quienes sefalan que las
pacientes con pobre pronéstico (mayores de 35
anos de edad, zona peltcida gruesa, antecedente
de falla en la implantacién con dos o més veces)
tienen altas tasas de gestacion (2.5 veces), implan-
tacion (2.4 veces) y embarazo en evolucién (2.7
veces) que las pacientes sin eclosién asistida.>®
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Las principales complicaciones de los diferentes
métodos de eclosion asistida, como la degenera-
cién embrionaria y mayor incidencia de gemelos
monocigébticos, deben evaluarse y compararse
con todo cuidado. Un estudio sefiala incremento
del embarazo gemelar monocigético en em-
briones llevados a eclosion asistida mecanica,
quiza debido al tamafo de la apertura creada
en la zona peldcida.’” En contraposicién con
este hallazgo, no se encontré tal incremento en
embriones con eclosion asistida quimicamen-
te (aplicacion de solucion acida de tyrode).>®
En nuestro grupo de estudio no encontramos
ningln caso de gemelos monocigéticos, quizas
por el adelgazamiento de la zona peltcida en
cuartos, con lo que se intenta evitar al maximo
el atrapamiento del embrion.

Se han reportado casos de embarazos de alto
orden fetal asociados con eclosién asistida, por
ejemplo: un embarazo quintuple, que consistio
en un triamniético monocoriénico triple relacio-
nado con gemelos monoamniéticos.** Aunque es
raro este hallazgo, cuando se realiza la ablacién
con la técnica en cuartos, debe considerarse
reducir el nimero de embriones transferidos al
efectuar la eclosion asistida. Por esta razén, en
nuestro estudio no se observo tal complicacion.

Se ha publicado que la eclosién asistida mejora
las tasas de implantacién de embriones obteni-
dos de cultivos in vitro, ademas de permitir la
implantacion de embriones anormales. Como
consecuencia, la menor tasa de nacimientos
puede deberse al alto nimero de embarazos
que terminan en abortos tempranos por anor-
malidades cromosémicas de los embriones. Sin
embargo, el estudio de Ma y sus colaboradores,**
donde realizaron pruebas citogenéticas en los
abortos y en la sangre de cordén umbilical de
los recién nacidos, demuestra la misma inci-
dencia de malformaciones congénitas mayores
en pacientes nacidos por ICSI, respecto de la
poblacién general.*® Aunque todas las malfor-

maciones congénitas se registraron en el grupo
de eclosion asistida, sugieren realizar estudios
futuros para determinar si la técnica de solucién
acida de Tyrode tiene algin efecto teratogénico
en el desarrollo embrionario o alteraciones en el
proceso epigenético del desarrollo embrionario
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