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Eclosion asistida: para mejorar la
implantacion del embridn. Revision
de la bibliografia

En la mayoria de las especies la implantacién del embrién representa el
paso mds critico del proceso reproductivo; para que sea exitosa requiere:
endometrio receptivo, embrién funcional en etapa de desarrollo adecua-
do e interaccién entre los tejidos embrionarios y maternos. La eclosién
es el proceso donde el blastocisto se deshace de la zona peldcida para
poder implantarse. La falla o deficiencia en este factor puede generar
problemas reproductivos, aun con técnicas de reproduccién asistida.
La eclosidn asistida es una técnica que se utiliza en los laboratorios
de reproduccion, con la intencién de mejorar los resultados en los
procesos de fecundacién o fertilizacién in vitro. Esta técnica consiste
en el debilitamiento o seccién de la zona pelticida mediante distintos
métodos. Esta revisién sintetiza las indicaciones mas comunes y técnicas
utilizadas para realizar este procedimiento, y mejorar las tasas de éxito
en las técnicas de reproduccion asistida.

eclosién asistida, reproduccioén asistida, implantacion,
embridn, técnica, transferencia.

Assisted hatching for improving embryo
implantation. A bibliographical review

Embryo implantation represents the most critical step of the reproductive
process in many species, to be successful requires a receptive endo-
metrium, functional embryo at a stage of embryonic development and
proper dialogue between embryonic and maternal tissues. Hatching is
the process in which the blastocyst gets rid of the zona pellucida to be
implemented. The failure in this factor can lead to reproductive prob-
lems, even under assisted reproduction techniques. Assisted hatching
is a technique used in assisted reproduction laboratories to improve
performance in the process of fecundation or in vitro fertilization. This
technique is based on impairment or section of the zona pellucida using
different techniques. In this review, the most common indications and
techniques used to perform this procedure and improve success rates
in assisted reproduction techniques are synthesized.

Assisted hatching, assisted reproduction, implantation,
embryo, technique, transfer.
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En la mayoria de las especies la implantacion
del embrién representa el paso mas critico del
proceso reproductivo. Consiste en un fenémeno
biolégico tnico, por el que el blastocisto se une
intimamente a la superficie endometrial, para
formar posteriormente la placenta que servira
de interfase entre el feto en crecimiento y la
circulacion materna.’ La implantacion exitosa
requiere: que el endometrio sea receptivo, el
embrién funcional en etapa adecuada de desa-
rrollo e interaccién sincronizada entre los tejidos
embrionarios y maternos. En un ciclo normal, la
implantacién ocurre aproximadamente 9 dias
después de la ovulaciéon (limites entre 6 y 12
dias).2

Uno de los mecanismos importantes y nece-
sarios para la implantacién del embrion es la
“eclosién” o Hatching, proceso en el que el blas-
tocisto, a través de varios procesos, se deshace de
la zona pellcida. Las fallas en este mecanismo,
debidas a anormalidades intrinsecas (ya sea del
blastocisto o de la zona peltcida), son uno de
los multiples factores que limitan la eficiencia
reproductiva en los seres humanos.?

La zona peltcida es muy importante para el
desarrollo del oocito y del embrion. Antes de la
fertilizacion funciona como barrera especifica
para los espermatozoides e inmediatamente
después de la fertilizacion actda para evitar la
polispermia.* Ademds, protege al embrién en
contra de la infiltracion de leucocitos y microor-
ganismos del aparato reproductor; otra funcién
importante consiste en mantener el orden y
acomodo celular en el embrién temprano para
asegurar su desarrollo exitoso a posteriori.

La fertilizacién in vitro es un procedimiento
costoso y consume tiempo, pero actualmente es
el tratamiento mas efectivo para la infertilidad.
Las posibilidades de tener un recién nacido vivo

mediante esta técnica son incluso de 40%. La
mayoria de las parejas aiin permanece sin con-
seguir un nacido vivo a pesar de varios intentos
de fertilizacién in vitro, lo que repercute en su
calidad de vida y recursos econémicos. Para este
tipo de pacientes se han generado varias lineas
de tratamiento coadyuvante, como la “eclosion
asistida”, con la finalidad de incrementar las
tasas de embarazo.®

Una observacion importante que sirvié de an-
tecedente para la introduccién de la eclosién
asistida, fue el hallazgo de mayores tasas de
implantacion en embriones fertilizados con téc-
nicas microquirdrgicas.® Estd documentado que
los embriones con zona pelicida adelgazada
tienen mayor tasa de implantacion en compa-
racién con embriones con zona peltcida mds
gruesa.” La mayor parte de los embriones no
tiene éxito al eclosionar la zona peldicida, debido
a condiciones sub6ptimas al realizar las técnicas
de reproduccion asistida, especificamente la
fertilizacion in vitro, porque puede interferir y
prevenir el proceso natural de la eclosion, lo que
resulta en fallas en la implantacién.®

La eclosion asistida es una técnica que se uti-
liza en los laboratorios de reproduccion con la
intencion de mejorar los resultados en los pro-
cesos de fecundacion o fertilizacién in vitro. La
eclosion asistida consiste en crear artificialmente
un orificio en la zona peltcida del embrién para
facilitar el proceso natural de eclosién. Cohen'y
colaboradores® fueron los primeros en desarrollar
esta técnica, al observar que los embriones a los
que habian realizado la diseccién parcial de la
zona pelicida, antes de ser transferidos al Gtero
materno, tenfan tasas de implantacién mas altas
que los que no.”°

La eclosién asistida suele realizarse en el dia 3
después de la fertilizacion mediante diferentes
métodos, como por ejemplo: crear una apertura
en la zona pellcida, ya sea por perforacién con
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solucién acidificada de Tyrode, diseccién parcial
de la zona con una microaguja, fotoablacién
con laser o la utilizaciéon de un micromanipu-
lador. De otra forma, la zona peldcida puede
adelgazarse artificialmente sin ser perforada o
atravesada de multiples formas (enzimas pro-
teoliticas, solucién acida de Tyrode o energia
laser).1/12

Las indicaciones iniciales para la eclosion asis-
tida son: edad de la paciente, zona pelicida
engrosada, FSH basal elevada, ciclos previos
de fertilizacién in vitro fallidos o falla en la
implantacion, fragmentacién excesiva y crio-
transferencia (Cuadro 1)."

Edad de la paciente

Se ha documentado que la tasa de implantacién
desciende progresivamente a partir de los 37
anos de edad, y es mas evidente después de
los 40. El proceso de envejecimiento ovarico
se asocia con aumento de alteraciones cromo-
s6micas en el ovocito, que pueden afectar la
capacidad del embrién para eclosionar in vivo
e implantarse.™ Diversos autores recomiendan
la eclosién asistida para mejorar la tasa y pro-
babilidad de implantacién en pacientes de 35
anos de edad o mayores.’> Aln se discute este
tema, pues en estudios clinicos se ha observa-
do un aumento en la tasa de implantacion en
mujeres menores de 38 afios, en quienes se
realizé eclosién asistida posterior a ciclos de

Principales indicaciones para realizar la eclosion
asistida

¢ Edad avanzada de la paciente

e Zona peltcida engrosada (>15 ym)

e FSH basal el dia 3 del ciclo (>9 UlI/mL)
e Ciclos fallidos de fertilizacién in vitro
 Fragmentacion excesiva del embrién

e Criotransferencia
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fertilizacién in vitro y aplicacién de inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides, pero
no existen diferencias significativas después de
este Iimite de edad.

Zona pelucida engrosada

El grosor de la zona pelicida varia durante el
desarrollo embrionario y a partir de las pri-
meras divisiones celulares suele adelgazarse
hasta una capa fina, que es mas delgada en el
estadio de blastocisto. Las fallas o deficiencias
en este proceso de adelgazamiento pueden
afectar la implantacion exitosa del embrién.'”
Tedéricamente, al disminuir las necesidades
metabdlicas del embrién, como consecuencia
del adelgazamiento de la zona pelicida, se
ha propuesto la eclosién asistida cuando el
grosor de la zona pellcida es mayor de 15
pm.'8 Otros autores sugieren que la técnica de
adelgazamiento mejora de manera importante
las tasas de implantacién, principalmente en
mujeres afiosas con zonas peldcidas engrosadas
y, al contrario, no se ha visto efecto benéfico
en mujeres jévenes. También se ha observado
un efecto perjudicial en la tasa de embarazo
cuando se aplica la técnica en embriones con
zonas pelicidas menores de 13 pm."

Concentraciones elevadas de FSH

Se ha demostrado que durante los protocolos
de estimulacion ovdrica existen bajas tasas de
implantacion en pacientes con elevada concen-
tracion de hormona foliculo estimulante (FSH),
con un punto de corte de 9 mIU/mL en el dia 3
del ciclo menstrual.?® Esta situacion puede afec-
tar el ambiente endocrino, paracrino y autocrino
del foliculo, y a la zona pelicida del ovocito,
afectando posteriormente su desarrollo.?' Las
pacientes con valores séricos basales elevados
de FSH parecen tener mayor tasa de embarazo
después de la aplicacion de técnicas de eclosion
asistida.?
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Fallas en la implantacion o ciclos previos fallidos

Se ha comprobado que una paciente que
previamente tuvo 2 fracasos de implantacién,
independientemente de su edad, tiene resultados
satisfactorios con la técnica de eclosion asistida;
por lo tanto, algunos autores la han propuesto
como la técnica indicada para mejorar la tasa
de éxito en intentos posteriores, porque favorece
que la implantacién del embrién en desarrollo
sea mas temprana al permitir una sincronia mas
adecuada entre el embrion y el endometrio.?
Cuando se transfieren embriones sin zona pelu-
cida a pacientes con 2 ciclos previos fallidos de
fertilizacion in vitro se reporta una incidencia
de 53% de embarazo y 33% de implantacién
exitosa.”?

Fragmentacion excesiva

Los fragmentos celulares son porciones de
citoplasma carentes de nicleo y rodeados de
membrana.?* Estos fragmentos se forman du-
rante la mitosis, en el proceso de las 2 primeras
divisiones celulares, y son comunes en los
embriones humanos, aunque se desconocen
los mecanismos de sefializacién extrinseca e
intrinseca que los genera o induce su formacién.
En teoria, cuanto mayor es el grado de fragmen-
taciéon menor es la capacidad del embrién para
dividirse adecuadamente. Por lo tanto, los em-
briones con menor cantidad de fragmentos son
los mas competentes, desde el punto de vista
del desarrollo, y son los que prioritariamente se
seleccionan para la transferencia en técnicas de
reproduccién asistida.?®

El potencial de implantacién de los embriones
fragmentados no solo se determina por su grado
de fragmentacion, sino también por su tamafo
y distribucién dentro del embrién. Algunos
investigadores realizan la eclosién asistida
con eliminacién dirigida de los fragmentos,
como técnica para restablecer la capacidad de

desarrollo en embriones con més de 25% de
fragmentacion, independientemente de su tama-
fio y distribucion. De esta forma se restablece
la relacion espacial de los blastémeros, el con-
tacto entre las células y los planos normales de
division del embrién, generando asi un embrion
de mayor calidad." No obstante, otros autores
refieren que cualquier embrion con fragmen-
tacion no lograra restablecer su capacidad de
desarrollo aunque se realice esta técnica de
aspiracion fragmentaria, porque ciertos patrones
de fragmentacion pueden relacionarse con la
pérdida parcial o total de proteinas regulado-
ras necesarias para el desarrollo adecuado del
embrién.

Criotransferencia

Las tasas de embarazo e implantacién en trans-
ferencias de embriones criocongelados son
habitualmente bajas comparadas con las de
embriones en fresco. El endurecimiento de la
zona peltcida y los blastémeros lisados después
del proceso de congelacion y descongelacion
afectan la viabilidad embrionaria. La eclosion
asistida restablece la capacidad de desarrollo
e implantacién en estos embriones cuando son
descongelados.” Algunos estudios demuestran
que la eliminacién de los fragmentos intracelu-
lares de estos embriones tiene efectos benéficos
en la tasas de implantacion.?

El Cuadro 2 muestra las ventajas y desventajas
de la técnica de eclosion asistida."

Eclosion asistida mecdanicamente (diseccion
parcial de zona): esta técnica fue descrita por
Cieslak y colaboradores en 1999.%° El embrién
se inmoviliza en posicién con succién gentil
ejercida por una pipeta, mientras que la zona
pelicida es atravesada por una microaguja en
el espacio perivitelino mas amplio y dirigida
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Principales ventajas y desventajas de las distintas técnicas de eclosién asistida'®

Ventajas

No hay exposicién a calor o quimicos potencialmente
embriotdxicos; no se ha demostrado que afecte el
desarrollo embrionario; son procedimientos relativa-
mente econémicos.

No requiere micropipetas o manipuladores; genera re-
sultados consistentes y tamafio de apertura de la zona
peldcida controlado; provoca menos grado de lisis de
los blastémeros comparado con los medios quimicos;
es un método rapido y facil de realizar.

El tamafio de la perforacién de la zona peldcida es
mayor y favorece la eclosién; su costo es relativa-

Desventajas

Requiere tiempo, doble micromanipulador, adiestra-
miento especifico; al realizar la diseccién de la zona
peldcida se pueden lesionar los blastémeros.

El tiempo de exposicién prolongado puede dafar los
embriones; equipo muy costoso; la perforacion reali-
zada puede causar constriccidn y lisis del blastémero.

Requiere doble micromanipulador; no se puede
regular el tamafo de la perforacion; pueden ser

mente bajo.

tangencialmente para evitar dafar las células
del interior. En ese momento, el embrién es
sostenido solo con la microaguja y posterior-
mente es liberado de ella para ser rotado
sobre su eje; después se vuelve a tomar el
embrién con la pipeta, para sujetarlo, y se
realiza nuevamente un corte en la zona peld-
cida de manera perpendicular al primer corte,
creando una forma de “X” (diseccién en 3D),
para después regresar el embrion al medio de
cultivo y almacenarlo hasta su transferencia.*
(Figura 1)
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Diseccion parcial de zona. El embrién se
sostiene con el micromanipulador y la forma en que
es atravesada la zona pelicida con la microaguja
origina dos orificios de manera tangencial.

embriotoxicos.

Eclosion asistida con soluciéon acidificada de
Tyrode: descrita por Cohen y colaboradores en
1990.° Los embriones se sujetan e inmovilizan
con una pipeta colocada en posicién de las 9
horas del reloj. De manera contralateral, a las 3
horas del reloj, se coloca una pipeta de 10 pm
que contiene la solucién acidificada de Tyrode
con pH 2.35 (ZD-10 Ref 1006; Vitrolife Fertility
Systems, Gothenburg, Sweden); la pipeta se
ubica en una zona con un espacio perivitelino
amplio y se libera paulatina y controladamente
la solucion, crea un defecto en la zona peltcida
de aproximadamente 30 pm; después, los em-
briones se enjuagan en repetidas ocasiones en el
medio de cultivo estandar para retirar el exceso
de solucién (pues es altamente embriolégica) y
permanecen preparados para la transferencia.?*
(Figura 2)

Eclosion asistida con laser (fotoablacion): para
esta técnica se utiliza un laser diodo de 1,480
nm, en una mira controlada por computadora
(IVF Worksatation and Zona Laser Treatment
System, Hamilton Thorne Instruments, Beverley,
MA, USA), unida a un microscopio invertido
Olympus IX-70. El programa de cémputo esta
disefiado para un posicionamiento facil, enfoque
y medicién de los embriones con alineamiento
para el laser, que tiene 3 intensidades de energia:
baja (35mW), media (45mW) y alta (55mW)
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Micropipeta

Fona pelicida

Eclosion asistida con solucién acidificada
de Tyrode. Adelgazamiento de la zona pelicida al
contacto con la solucién acidificada de Tyrode.

que se disparan en un pulso de 25 m. La baja
intensidad perfora una capa delgada (<10 ym), la
intensidad media se utiliza en la mayor parte de
los procedimientos y cubre un drea de 10 a 15
pm, y el de alta intensidad se requiere para zonas
pelicidas mas gruesas (>15 pum).* Para realizar
esta técnica se han propuesto otros laseres de
distintas longitudes de onda; esta demostrado
que la radiacién infrarroja es la mas apropiada,
en especial cuando se consideran los riesgos
de mutagénesis que provoca esta técnica.’?%?’
(Figura 3)

Lona pelicida

&

Eclosion asistida con laser. Destruccion de la
zona parcial mediante laser guiado por computadora.

Adelgazamiento de la zona pelicida con prona-
sa: descrita por Fong y colaboradores en 1998.
La solucion pronasa (Proteasa, Sigma P-8811;
Sigma Aldrich Co Ltd, Irvine, UK) adelgaza la
zona pelicida sin atravesarla completamen-
te.’® La efectividad de esta técnica comprende
embriones expuestos con expansion de la zona
en el lugar de adelgazamiento, perforacién o
desaparicién de la zona pellcida o espacio
perivitelino aumentado de tamafio. Una vez
localizados estos datos, los embriones estan
listos para incubarse en el medio de cultivo vy,
posteriormente, ser transferidos.*?

Otras técnicas: recientemente se realizaron
estudios de eclosién asistida con vibracién
generada por pulsos piezoeléctricos o piezomi-
cromanipulador, que tiene precisién adecuada
y ofrece la posibilidad de controlar el defecto
causado en la zona peltcida, sin necesidad de
utilizar quimicos que puedan resultar embrio-
téxicos.*

En general, a propésito de las distintas técnicas
de eclosién asistida, algunos estudios no de-
muestran resultados con significacion estadistica
clara que favorezcan una técnica en contra
de otra comparandolas con grupos control. Es
necesario realizar mds estudios prospectivos,
aleatorizados y con mayor nimero de pacientes

para crear y estandarizar guias de tratamien-
0. 123435

La técnica de eclosion asistida, o assisted hat-
ching, mejora significativamente la probabilidad
de embarazo clinico y la tasa de recién nacido
sano en mujeres con caracteristicas especificas
(mayores de 40 afos de edad) y ciclos fallidos
de fertilizacién in vitro y no incrementa la tasa
de embarazo multiple. Existe suficiente eviden-
cia para recomendar la eclosién asistida como
técnica de rutina.
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En la actualidad, aunque son diferentes los
métodos para la eclosién asistida, los distintos
criterios de seleccion de pacientes y embriones,
el reducido niimero de casos en los estudios o
deficiencias estadisticas, ademas de la escasa
cantidad de embriélogos adiestrados en este
procedimiento, resulta muy dificil valorar los
resultados entre los distintos grupos. En todos los
trabajos de investigacion es necesario estanda-
rizar la metodologia y los criterios de inclusion,
con la finalidad de establecer el beneficio ver-
dadero de la técnica y emitir recomendaciones
basadas en evidencia sélida.'>343
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