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IMPACTO DEL USO DE ASSISTED HATCHING EN LAS TECNICAS DE
REPRODUCCION ASISTIDA DE ALTA COMPLEJIDAD EN LA CLINICA
HISPAREP (HOSPITAL ESPANOL DE MEXICO) DE PERIODO ENERO 2008 A
JUNIO 2015

Introduccién: la eclosion asistida del blastocisto (assisted hatching) es un
procedimiento que se realiza con la finalidad de realizar un pequefio orificio para
adelgazar o perforar la zona peltcida del embridon antes de ser transferido a la
cavidad uterina. Se realiza inmediatamente antes de realizar la transferencia y
existen distintas técnicas para realizarlo, por ejemplo usando solucién acida de
Tyrode, enzimas proteoliticas, perforacion con laser o con microaguja de vidrio. El
posible beneficio de esta técnica es que el embridbn logre aumentar las
posibilidades de implantacion a la cavidad uterina.

Objetivo: Analizar la utilidad clinica del uso de Assisted Hatching en los resultados
de reproduccién asistida de fecundacion in vitro en la clinica de fertilidad
HISPAREP del Hospital espafiol de enero de 2008 a junio de 2015.

Material y métodos:

Se realizo un estudio de cohorte retrospectiva de mujeres sometidas a ciclos de
fertilizacion in vitro en la clinica de reproduccién asistida del Hospital Espafiol del
periodo de 1 enero de 2008 a 30 junio de 2015.

De esta manera se dividio a la pacientes en mujeres a las que se les realizo ciclo
de fecundacion in vitro y se transfirieron embriones sin Assisted Hatching (grupo
control) y las pacientes a las que se les realizo ciclo de fecundacion in vitro con

transferencia de embriones sometidos a Assisted Hatching (Grupo AH).



Resultados:

Se estudiaron un total de 95 pacientes a las cuales se les transfirieron embriones
con Assisted Hatching (grupo AH) , y 1500 pacientes a las que se les transfirieron

embriones sin AH (grupo control)

En nuestro estudio HISPAREP 2015, se observd una edad media en el grupo
control de 36.7 afios vs. 38.1 afios en el grupo AH, tasa de implantacion de 13.5%
en el grupo AH y de 11.85% en el grupo control, tasa de embarazo clinico de
36.9% en el grupo control vs 48.05% en el grupo con AH, tasa de embarazo a
termino de 38.6 % en el grupo control vs 21.1 % en el grupo AH y tasa de

embarazo en curso de 7.5 % en el grupo control vs. 1.8 % en el grupo AH.

Por lo tanto se observo una mejoria en los resultados en pacientes a las que se

les realiz6 AH en tasa de implantacion, tasa de embarazo a termino.

Conclusiones: los estudios e investigaciones actuales no recomiendan el uso de
assisted hatching de manera rutinaria, sin embargo debe ser utilizado en paciente
con prondstico pobre, incluyendo aquellos en los que ha fallado 2 o mas ciclos, en

pacientes con embriones de mala calidad y en mujeres mayores de 38 afos.



Introduccion

A pesar de numerosos avances en los programas de fecundacion in vitro y las
técnicas de ICSI, la tasa de implantacién de embriones aptos para ser transferidos
sigue siendo baja, se ha estimado que hasta el 85% de los embriones transferidos
no llegue a implantarse [1]. Se ha observado que la tasa de implantacién en
programas de FIV / ICSI es de 10% a 15% para el dia 2 o 3 de desarrollo, y 23% a
25% para las transferencias de blastocisto. La capacidad de un embrién para su
adecuado desarrollo e implantacion, se debe principalmente a la calidad de los
gametos procedentes y las caracteristicas intrinsecas del embrion, tales como su
constituciéon cromosémica y la calidad del citoplasma [2]. Sin embargo, algunas
proporciones de embriones euploides con potencial de desarrollo completo no
logran implantar debido a dificultades para lograr incubar [2]. Se han propuesto y
practicado numerosos enfoques para mejorar la tasa de implantacion. Estos
incluyen [1] mejorar la técnica de transferencia de embriones, [3] la mejora de la
receptividad del endometrio, y [4] la mejora de la capacidad de la implantacion del
embrion.

La eclosion asistida (AH) se ha propuesto como un método para mejorar la
capacidad de los embriones para implantar. Este proceso implica la interrupcién
artificial de la zona peldcida.

Se ha empleado una numerosa variedad de técnicas incluyendo adelgazamiento
de la zona, perforacion y la eliminacion completa de la misma; el uso de quimicos,
otras técnicas mecanicas, y el uso de laser [5].

En la Ultima década, el AH se ha ofrecido a los pacientes de mayor edad, asi

como a aquellos con falla recurrente de implantacion.



La eclosion asistida fue descrita por primera vez por Cohen et al. que report6 el
primer embarazo posterior a este procedimiento en 1988 [6]. Este trabajo pionero
fue seguido por numerosas publicaciones. Algunas de estas publicaciones
reportaron un aumento significativo en la tasa de embarazo y / o implantacion en
todos los pacientes [7]; otras publicaciones reportaron una mejoria significativa en
los pacientes con un mal prondstico, es decir, las mujeres mayores de 38 afios de
edad, los embriones con zona pellucida gruesa, y los pacientes con falla repetida
de implantacioén [8-10]; mientras que un tercer grupo de publicaciones informé una
mejoria no significativa en la tasa de embarazo en pacientes con mal prondstico
[7, 11-14]. Por el contrario, algunas publicaciones informaron de ninguna mejora
en el embarazo o la implantacion [15-17]. Motivo por el cual se estudiaron los
resultados en la clinica de reproduccion asistida del hospital Espafiol HISAREP
durante el periodo 01 de enero 2008 a 30 Junio 2015.

La estructura y funcion de la zona pellcida

El ovocito humano y el embrion temprano esta rodeado de una matriz acelular con
un espesor del3- 15 micras denominada “zona pellicida” [22], que esta compuesta
por glicoproteinas, carbohidratos y proteinas “Zona pellucida especificas”. La zona
pellcida esta constituida por dos capas, la externa que es gruesa, mientras que la
interior es delgada pero resistente [3]. Esta es de gran importancia estructural y
funcional durante la fertilizacion y el desarrollo de preimplantacion del embrion.
Esta implicada en la union de los espermatozoides, sobretodo en la induccién de
la reaccidén acrosémica [17]. Después de la fertilizacion, la zona pellucida bloquea
la poliespermia e impide la dispersion de las blastbmeras, ayuda en el transporte

por el oviducto y evita el contacto con otras células [18]. Es esencial para



mantener la integridad del embridn previamente compactado. La compactacion es
la formacién de las uniones estructurales entre las blastbmeras. Una vez que se
produce la compactacion, la zona pellucida ya no es esencial [19].

Proceso de eclosion

Al llegar a la etapa de blastocisto, una combinacion de lisinas "proteasas
producidas por el embrion escindido (trofoectodermo)” realizan la lisis de la zona
pelucida. [20-22].

Por otra parte, la expansion fisica de la masa embrionaria reduce el espesor de la
zona de modo que las células del trofoectodermo interactian con las células del
endometrio y la implantacién se produce. Es un proceso, mediante el cual el
blastocisto expandido experimenta ciclos de contracciones y expansiones hasta
gue se vuelve casi invisible [23]. La elasticidad y adelgazamiento de la zona
pelucida son fundamentales para el éxito de la eclosion, que es un requisito previo
para la implantacion [24].

Justificacion

Los embriones pueden tener una zona pellcida gruesa intrinsecamente (> 15
Am), o un endurecimiento secundario de la zona pellcida producido durante el
cultivo in vitro y/o después de la criopreservacion [25].

La relacion entre el espesor de la zona pellcida y la capacidad de implantacion ha
sido estudiada, sugiriendo que el factor limitante para la eclosion exitosa, no es el
espesor en general, sino la resistencia de la capa interior. Como resultado, la
eliminacién quimica de la parte exterior de la zona pellcida del embrién de Dia 3
no tiene impacto en la tasa de implantacion, mientras que la creacion de un

agujero en la zona pellacida puede mejorar la implantacion del embrién [11]. La



justificacion para la realizaciéon de procedimiento de eclosién asistida puede ser
para superar una deficiencia en la produccién de una lisina embrionaria intrinseca
gue promueve la eclosién después de la expansion del blastocisto [25]. Se ha
demostrado que algunos embriones pueden experimentar una reduccién o incluso
una completa incapacidad para secretar el "factor de eclosion”, lo que puede
inhibir la eclosién normal. En esta situacidon, el adelgazamiento artificial, o la
apertura de la zona pellcida en una etapa de desarrollo anterior podria aumentar
la incidencia de la eclosion.

Mecanismo de AH

Aunque el mecanismo por el cual la eclosion asistida promueve la implantacién del
embrién sigue siendo poco clara, hay explicaciones posibles. La ventana de
implantacion es el periodo critico cuando el endometrio alcanza su estado
receptivo ideal para la implantacion. Lo que sugiere que una sincronizacion
precisa entre el embrion y el endometrio es esencial [26].

La implantacion temprana se ha asociado con el embarazo viable posterior,
mientras que los implantes diferidos, se ha asociado con una alta incidencia de
aborto [27]. Los embriones con lagunas artificiales en sus zona pelucida inician
eclosion antes que los embriones con zona pelucida intacta [28]. Por lo tanto, se
puede postular que la eclosion asistida facilita la implantacién permitiendo
contacto adecuado del embrién con endometrio. Ademas, aunque la mayoria de
las moléculas son capaces de atravesar la zona pellicida, la tasa de transporte
puede estar relacionada con el espesor de la zona. Un transporte bidireccional de
los metabolitos y los factores de crecimiento a través de la zona pellucida puede

ser alterada debido a la presencia de la brecha artificial [11, 29]. Dicho contacto



puede permitir la exposicion anterior de los embriones a los factores de
crecimiento vitales. Para que el mecanismo de la mejora de AH, los datos
experimentales en el modelo de ratén ha demostrado incrementar la formacion de
blastocisto del embrion (en dias 5) en un grupo tramado (en el dia 3) en
comparacioén con el control, teéricamente, el AH abre importantes vias para
transportar los nutrientes de los medios de comunicacién estan incubando. Estos

nutrientes mejoran el desarrollo del embrién y la formacién de blastocisto [30].

Material y métodos:

Se realizd un estudio de cohorte retrospectiva de mujeres sometidas a ciclos de
fertilizacion in vitro en la clinica de reproduccién asistida del Hospital Espafiol del
periodo de 1 enero de 2008 a 30 junio de 2015. Se determino la variable
demografica edad materna, asi como variables de laboratorio como HCG positiva
0 negativa, y variables de desenlace como tasa de implantacion, tasa de aborto y

tasa de embarazo logrado a termino, asi como tasa de embarazo aun en curso.

De esta manera se dividio a la pacientes en mujeres a las que se les realizo ciclo
de fecundacion in vitro y se transfirieron embriones sin Assisted Hatching (grupo
control) y las pacientes a las que se les realizo ciclo de fecundacion in vitro con
transferencia de embriones sometidos a Assisted Hatching. Con revision de los
expedientes, se obtuvieron variables clinicas y de laboratorios con fines de
comparacion entre ambos grupos.

Se determinaron medias y desviacion estandar para las variables numéricas y se

estimaron las tasas para comparar los valores de desenlace entre ambos grupos y



asi estimar la importancia clinica de realizar dicho procedimiento previo a la
transferencia de embriones.

En la clinica de HISPAREP se utiliza el assisted hatching con un diodo laser de
1480 nm, el software ha sido disefiado para lograr un posicionamiento facil , asi
como para facilitar el enfocar y la medicion de los embriones , el laser cuenta con
tres intensidades de energia, baja de 35 mW, media 45 mW y alta de 55 mW, que
pueden ser liberados por un simple disparo de 25 milisegundos con un clic en el
mouse controlador, la potencia baja es usada para perforar zonas muy delgadas
(<10um) o minimizar la exposicion, la media es para perforar la zona de la mayoria
de los embriones y la alta intensidad se utiliza para perforar zona pellcida gruesa

(>15um) o una zona peltcida muy resistente.

Las indicaciones para realizar assisted hatching en nuestra clinica son: falla
repetida de la implantacién (dos ciclos de FIV, ICSI o transferencia de embriones
vitrificados, con transferencia de al menos 4 embriones en blastobmeras o 2
blastocistos de buena calidad), zona pellcida gruesa, edad > de 35 afios y baja

calidad embrionaria

Resultados:

Se estudiaron un total de 95 pacientes a las cuales se les transfirieron embriones
con Assisted Hatching (grupo AH) , y 1500 pacientes a las que se les transfirieron

embriones sin AH (grupo control)

En nuestro estudio HISPAREP 2015, se observo una edad media en el grupo

control de 36.7 afios vs. 38.1 afios en el grupo AH, tasa de implantacion de 13.5%



en el grupo AH y de 11.85% en el grupo control, tasa de embarazo clinico de
36.9% en el grupo control vs 48.05% en el grupo con AH, tasa de embarazo a
termino de 38.6 % en el grupo control vs 21.1 % en el grupo AH y tasa de

embarazo en curso de 7.5 % en el grupo control vs. 1.8 % en el grupo AH.

Por lo tanto se observo una mejoria en los resultados en pacientes a las que se

Se compararon varios estudios Cohen et al en 1992 estudiaron 68 pacientes en
grupo control vs 69 pacientes en grupo AH refiere mejoria en la tasa de
implantacion en pacientes con AH, asi como en tasa de embarazo clinico y de

embarazo a termino.

Hellebaut et al (1996) estudiaron 60 pacientes en grupo control vs 60 pacientes en
grupo AH refiere minima mejoria en la tasa de implantacién en pacientes con AH,
asi como mejoria notable en tasa de embarazo clinico y de embarazo a termino.

(30)

Hurst et al (1998) estudiaron 7 pacientes en grupo control vs 13 pacientes en
grupo AH y en este caso es notable una disminucién en la tasa de implantacion en
pacientes con AH, asi como en tasa de embarazo clinico y de embarazo a

termino. (31)

Lazendorf et al (1998) (8) estudiaron 52 pacientes en grupo control vs 42
pacientes en grupo AH y en este caso es equivalente la tasa de implantacion en
pacientes con AH vs el grupo control, sin embargo se observo una disminucion en

la tasa de embarazo clinico y de embarazo a termino. (8)



Mansour et al (2000) estudiaron 25 pacientes en grupo control vs 27 pacientes en
grupo AH y en este caso se observa un aumento en la tasa de implantacion en
pacientes con AH vs el grupo control, asi como un aumento en la tasa de

embarazo clinico y de embarazo a termino en dichas pacientes. (15)

Discusiéon

La eclosion del blastocisto es un paso critico en la secuencia de los eventos
fisiolégicos que culminan con la implantacion. La falta de eclosién [debido a las
anormalidades intrinsecas, ya sea en el blastocisto o zona pellcida (ZP)] puede
ser uno de muchos factores que limitan la eficiencia reproductiva humana.

La eclosion asistida implica el adelgazamiento artificial de la ZP y se ha propuesto
como una técnica para mejorar las tasas de implantacion y embarazo después de
la fertilizacion in vitro (FIV). sugiere una mejora en las tasas de implantacion
cuando el procedimiento se aplica de manera selectiva a los embriones con un
"mal prondstico” basado en el espesor de la zona pellucida, numero de
blastomeros, el porcentaje de fragmentacion, la edad materna, etc.) (2).

El procedimiento de incubacion asistida se realiza generalmente en dia 3 después
de la fertilizacion utilizando diversos métodos. Estos incluyen la creacién de una
abertura en la zona ya sea mediante la perforaciéon con una solucion acidificada de
Tyrode (3, 4), con una microaguja de vidrio (5), fotoablacion laser (6), o el uso de
un pieza micromanipuladora (7) .

El procedimiento de eclosién asistida puede estar asociada con complicaciones
especificas independientes del procedimiento de FIV en si, incluyendo dafio letal

para el embrién y el dafio a blastomeros individuales con reduccion de la viabilidad



del embrién. Ademas, la manipulacion artificial de la ZP se ha asociado con un
mayor riesgo de hermanamiento monocigético (10, 11). Los pacientes cuyos
embriones son incubados a menudo son tratados con antibidticos y esteroides
antes y después de la transferencia de embriones, exponiéndolos a los posibles
riesgos y efectos secundarios de estos tratamientos.

Las tasas de éxito después del uso de la incubacion asistida en los programas de
terapia de reproduccion asistida han variado considerablemente. Sin embargo, las
diferencias en las poblaciones de pacientes, la experiencia del operador, la técnica
de la eclosion y el disefio del estudio hacen que sea dificil comparar los
resultados directamente desde diferentes centros. Una revision completa y meta-
andlisis (12, 13) identificaron 23 ensayos controlados aleatorizados con 2572
mujeres sometidas a incubacion asistida durante técnicas de reproduccién
asistida. Las tasas de embarazo clinico se evaluaron en 19 ensayos (722
embarazos clinicos, 2175 mujeres) y demostraron una mejoria después de la
eclosion asistida (OR 1,63; IC del 95%: 01.27 a 02.09), pero con heterogeneidad
significativa. Los subgrupos de pacientes que demostraron la mayor mejora en las
tasas de embarazo clinico fueron aquellos con ciclos de técnicas de reproduccion
asistida fallidas anteriores (OR 2,33; IC del 95% 1.63- 3.34) y las mujeres de
mayor edad.

En general, las tasas de nacidos vivos en los dos grupos no eran diferentes,
aunque las distintas poblaciones de estudio fueron heterogéneos (OR 1,26; IC del
95%: 0,82 a 1,78). Suponiendo una tasa de ejecucion del 30% en el grupo de
control general, se necesitaria un total de 720 pacientes para detectar una

diferencia del 10% en las tasas de parto entre los dos grupos (P <0,05). Los



nameros de nacimientos vivos descritos en los estudios hasta el momento por lo
tanto, no permiten una conclusion confianza con respecto a la eficacia clinica de
los procedimientos de incubacion asistida.

Conclusiones: los estudios e investigaciones actuales no recomiendan el uso de
assisted hatching de manera rutinaria, sin embargo debe ser utilizado en pacientes
con pronéstico pobre, incluyendo aquellos en los que presentan falla repetida de la
implantacion, en pacientes con embriones de mala calidad o con zona pellcida
muy gruesa y en mujeres mayores de 38 afios, ya que se ha comprobado que en
estas pacientes si tiene una mejoria significativa en la tasa de embarazo clinico,

en la tasa de implantacién y en la tasa de embarazo a termino.
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