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1.0 INTRODUCCION

Desde la introducciéon a finales de 1970 de las técnicas de reproducciéon
asistida, se desarrollaron avances tecnolégicos muy importantes en esta area,
como cambios en los protocolos de estimulacién, aspiracion folicular,
fertilizacion in vitro, cultivo de embriones y transferencias, dando como resultado
el uso de técnicas mas eficientes.

En la mayoria de las especies la implantacion representa uno de los
pasos mas criticos en el proceso reproductivo, para que sea exitosa requiere de
un endometrio receptivo, embridén funcional en etapa de desarrollo adecuado y
una interaccion entre los tejidos embrionarios y maternos.

La exposicion de los ovocitos y los embriones a condiciones artificiales,
crean un efecto negativo en la habilidad del embrion para realizar una eclosion
natural. Este proceso, consiste en el adelgazamiento y progresiva desaparicion
de un area de la zona pelucida mediante enzimas proteoliticas para permitir la
implantacion. Los medicamentos empleados, alteran la eclosion disminuyendo el
exito de los procedimientos in vitro ya que la tasa de implantacion embrionaria
baja.

En 1989, Cohen y colaboradores, reportaron una tasa de implantacion
mayor en aquellas pacientes a las que se les transfirieron embriones con
pequefios orificios en la zona pelucida hechos mecanicamente, técnica que a
través del tiempo se generalizé en los centros de fertilidad alrededor del mundo.’

La Eclosién Asistida, tiene como objetivo crear, de manera artificial, un
orificio en la zona pelucida del embridn mediante diversas técnicas , con el
objetivo de aumentar la tasa de implantacion en aquellas pacientes con
pronostico de fertilidad pobre, o en embriones en los que la zona pelucida se
encuentra engrosada.?

Esta técnica fue creada basada en la hipotesis de que una modificacién
en la zona pelucida, al realizar un orificio, adelgazamiento o alterando su

estabilidad mediante medios quimicos se promueve la eclosion o implantaciéon



del embridn ya que sin este apoyo, el embrion no seria capaz de eclosionar por
si solo.

Definir una paciente con pobre prondstico es dificil, ya que cada clinica de
fertilidad tiene sus propios criterios, pero en general la ASRM (American Society
for Reproductive Medicine ) y la SART (Society for Assisted Reproductive
Technology) definen este grupo como aquellas pacientes tienen por lo menos 2
intentos fallidos de Reproduccion Asistida de Alta Complejidad, mayores de 38

afios, o que desarrollan embriones de baja calidad. *

2.0 JUSTIFICACION

En la mayoria de las especies, la implantacion del embridén representa el
paso mas critico del proceso reproductivo; para que sea exitosa requiere:
endometrio receptivo, embridon funcional en etapa de desarrollo adecuado e
interaccion entre los tejidos embrionarios y maternos. La eclosion es el proceso
donde el blastocisto se deshace de la zona pelucida para poder implantarse. La
falla o deficiencia en este factor puede generar problemas reproductivos, aun
con técnicas de reproduccién asistida. 4

Los tratamientos actuales de fertilidad, debido a la concentracion
elevada de hormonas que se utilizan para obtener una estimulacién ovarica
controlada con buena respuesta, provoca que la zona pelucida sufra un
engrosamiento en su estructura. ° Esto aunado a otros factores, como la edad
de la paciente, desarrollo del embrién, fragmentacion excesiva entre otros,
justifican el uso de la Eclosion Asistida para aumentar las tasas de éxito del

tratamiento.

La eclosion asistida busca como objetivo realizar un orificio en la zona
peltcida del embrion mediante diversas técnicas. * En este protocolo se analiza
el método de Laser para realizar la eclosion asistida. En muchos centros de
fertilidad, este proceso se hace de forma rutinaria en la mayoria de los
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embriones. Esto debe ser analizado para determinar si es un proceso que ofrece
mas ventajas o desventajas y si se justifica el uso generalizado en todos los

embriones.

Se ha observado que los mejores prondsticos para lograr un embarazo es
realizar las transferencias embrionarias en etapa de blastocisto. Este estudio
busca valorar si se obtiene un beneficio al realizar la Eclosion Asistida o no, y
analizar en que dia de transferencia se obtiene la mayor posibilidad de éxito.

Debido al buen prondstico que representa la transferencia en blastocisto,?
como objetivo secundario se busca obtener informacion acerca del desarrollo
embrionario, si la eclosion asistida afecta o no, para lograr que el embrion llegue

al dia 5 de su desarrollo.

3.0 MARCO TEORICO

ZONA PELUCIDA.

La zona pelucida es una capa extracelular transparente compuesta por
glicoproteinas que rodea al ovocito. Su papel se encuentra relacionado con la
fecundacion del espermatozoide-ovocito, la induccion de la reaccion acrosomica,
el bloqueo de la polispermia y la proteccion del embrion®.

La sintesis y secrecion de las glicoproteinas inicia cuando el ovocito se
rodea por las células foliculares y empieza su crecimiento. La sintesis vy
secrecion continua hasta que se acerca el momento de la ovulacién con un pico
de actividad cuando el ovocito alcanza su nivel maximo’.

Las glicoproteinas que conforman la zona pelucida son expresadas y
sintetizadas de forma secuencial durante la oogénesis en diferentes especies 2,

la cual es especifica-especifica ya que se ha demostrado que en cada especie la



expresion y aparicion de estas glicoproteinas es distinta durante el proceso de
crecimiento del ovocito.

Las teorias sobre el origen de estas glicoproteinas son muy polémicas
aun, pero se ha llegado a la conclusion de que el ovocito y las células de la
granulosa que lo rodean son las responsables de la sintesis de estas
glicoproteinas .

Estructura:

La estructura de la zona pelucida es distinta de especie a especie. En el
humano, el grosor de esta area es de 15-20 ym y su peso aproximado es de 30-
33 ng. ° Es secretada en capas y posee asimetria entre la capa interna y la
externa. La zona interna se localiza cerca del ovocito, desde la membrana
plasmatica hasta la mitad de la ZP, mientras que la externa se encuentra cerca
de las células del cumulo y media la interaccion con el espermatozoide.

Mediante microscopia de luz polarizada se logran identificar tres capas,
una zona interna donde los filamentos se orientan radialmente, una zona externa
donde los filamentos se orientan tangencialmente y la zona media, donde hay
desorden en el orden de los filamentos. Estas capas conforman una red
dispersa de numerosos poros, presentando una morfologia en la superficie
externa similar a la de un queso suizo, mientras que la superficie interna muestra
una apariencia regular y rugosa .

La naturaleza porosa de la zona pelucida permite la penetracion de un
relativo numero de moléculas grandes como las inmunoglobulinas. Por otro lado
pequenas moléculas como la heparina no penetran, por lo cual el tamafo no es
el unico factor que permite el ingreso a la zona pelucida, sino otras propiedades
bioquimicas y fisioquimicas como la carga de las moléculas *°.

La morfologia en el ovocito humano cambia al ser fecundado, los no
fecundados presentan una zona pelucida porosa con estructuras en forma de
aro superpuestos en capas con un diametro de 4 micrometros que va

disminuyendo de tamafo en los poros interiores. En los ovocitos fertilizados, la



zona pelucida se compacta, se funden los anillos y los poros se borran siendo
reemplazados por un material amorfo.

El grosor de la zona pelucida en humanos también es diferente segun la
etapa de desarrollo. Los embriones poseen una ZP fina, de 15,2 + 2,9 um,
mientras que los ovocitos inmaduros de 20,4 £ 2,4 ym y los ovocitos maduros de
19,5 + 2,2 ym. Esto se debe a la disminucion de la capa externa con el

desarrollo progresivo del embrién .

1:11pm
2:13um
3:17pm

Ovocito humano fecundado: medidas de la ZP indicadas por flechas.

Glicoproteinas:

Las proteinas que conforman la zona pelucida estan altamente
glicosiladas por lo que se les denomina glicoproteinas. Las glicoproteinas son
cuatro en la especie humana, denominadas ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4. Su aspecto
es de bandas que puede ser ancho ya que las proteinas son muy heterogéneas
en su grado de glicosilacion. El dominio ZP esta compuesto por una secuencia
de 260 aminoacidos, que contiene 8 residuos de cisteina y se encuentra

localizado en el extremo carboxilo terminal de la proteina '2.
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Los filamentos estan construidos por unidades
repetitivas ZP2-ZP3 y Entracruzados Por ZP1.

Funcién de la Zona Pellcida:

La zona pelucida esta involucrada en diferentes etapas criticas durante el
proceso de la fecundacion. Provee los receptores para el proceso especie-
especifico de la adhesidn y la union de los espermatozoides capacitados. La
eliminacién de la zona pelucida tiene como consecuencia el derribo de una de
las barreras para que se produzca la fecundacién in vitro del ovocito por
espermatozoides de otras especies .

Ademas presenta componentes que inducen la reaccion acrosomica. Al
penetrar el espermatozoide, se produce un cambio en la zona pelucida, la
reaccion zonal, cambio que evita la polispermia. Presenta también un importante
papel en la diferenciacion de las células de la granulosa y la foliculogénesis, asi
como factor protector del desarrollo temprano del embridn.

La macromolécula presente en la ZP es la responsable de la union
primaria con la membrana de la cabeza del espermatozoide con acrosoma
intacto.

La reaccidén acrosdmica que presenta el espermatozoide, es causada por
diversos factores como la progesterona y también por la zona pelucida al entrar
en contacto con el espermatozoide lo que produce un aumento del Ca*

intracitoplasmatico.



INDICACIONES DE ECLOSION ASISTIDA:

Para realizar el proceso de eclosion asistida, existen varias indicaciones
especificas, las cuales son:
1) Edad de la mujer: A partir de los 37 afios la tasa de implantaciéon
disminuye gradualmente, y el descenso notable se presenta a los 40 afos de
edad. En este grupo de pacientes, el proceso de envejecimiento afecta a los
ovulos de diversas formas, dificultando la eclosidn del blastocisto al presentarse
un engrosamiento de la zona pelucida. La edad también altera
cromosOomicamente al ovulo., se afecta la meiosis , elevando hasta en un 79%
las aneuploidias, cuya incidencia se estima en un 17% en las pacientes mas
jovenes. 4
2) Aumento de la FSH basal sérica: Este es el primer cambio
neuroendocrino durante el envejecimiento ovarico. Este cambio puede afectar al
ambiente endocrino, paracrino y autécrino del foliculo y la zona pelucida del
ovocito. Se ha demostrado que existen bajas tasas de implantacidén en pacientes
con elevadas concentraciones de hormona foliculo estimulante con un punto de
ocrte de 9 mlU/mL en el dia 3 del ciclo menstrual.™
3) Esterilidad de origen desconocido: Cuando los fallos repetidos de los
tratamientos no pueden ser atribuidos a una causa especifica, se puede utilizar
la Eclosion Asistida como una técnica de rescate, obteniendo resultados
variables segun la experiencia del embriélogo. *
4) Antecedentes reproductivos: Dos fallos previos de reproduccién asistida
de alta complejidad, independientemente de la edad de la paciente, es suficiente
para considerar el uso de esta técnica, ya que favorece que la implantacion del
embrion en desarrollo sea mas tempraana al permitir una sincronia mas
adecuad entre el embrion y el endometrio. °
5) Ritmo de division embrionaria: Los embriones con un ritmo de division
lenta (< 6 células al dia 3 de desarrollo) tienen una tasa de implantacién menor

qgue los embriones con un ritmo normal.



6) Multinucleacion: Embriones que presentan al menos una blastémera
multinucleada en el dia 2 del desarrollo embrionario, tienen una menor tasa de
implantacion y pueden verse beneficiados con esta técnica.

7) Zona pelucida de coloracion anormal: El aspecto post maduro o cambios
en la coloracion pueden mejorar sus tasas de implantacion con la Eclosion
Asistida. *

8) Grosor de la Zona Pelucida: El grosor de esta zona varia durante el
desarrollo embrionario y se va adelgazando durante la primera y segunda
division celular hasta hacerse una fina capa cuando el blastocisto se esta
expandiendo. El fallo en este proceso puede alterar la implantacion, y se ha
propuesto utilizar la Eclosion Asistida en aquellos embriones con un grosor de la
zona peliicida mayor a 15 micrémetros. **

9) Baja respuesta a la hiperestimulacion ovarica controlada: Este grupo de
pacientes suele tener mayores alteraciones en la zona pelucida que aquellas
pacientes normorrespondedoras. La elasticidad y el grosor de la zona pelucida
estan influidos por el ambiente enddcrino durante el desarrollo folicular. Sin
embargo, la baja respondedora que presenta niveles elevados de FSH sérica
basal, se ve beneficiada con esta técnica.™

10) Fragmentacion excesiva: los fragmentos celulares son porciones de
citoplasma carentes de nucleo y rodeados de una membrana. La mayoria de los
fragmentos se forman durante la mitosis, durante las 2 primeras divisiones
celulares, y su presencia es comun en los embriones humanos, aunque se
desconocen las sefiales extrinsecas o intrinsecas que los genera. '

Aun asi, se cree que en cuanto mayor es el grado de fragmentacion
menor es la capacidad del embrion para realizar una adecuada division celular.
Por lo tanto, los embriones que muestran menor cantidad de fragmentos se
consideran mas competentes desde el punto de vista de desarrollo y se les da
prioridad para la transferencia. 16

El potencial de implantacion de los embriones fragmentados no sélo se
determina por su grado de fragmentacion sino también por su tamano y

distribucion dentro del embridn. La eclosion asistida, elimina los fragmentos, con
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el objetivo de restablecer la capacidad de desarrollo en embriones con mas del
25% de fragmentos, independientemente de su tamafo y distribucion.

Con su uso, se reestablece la relacion espacial de las blastdomeras, el
contacto entre las células y los planos normales de division del embrion, dando

lugar a la formacion de blastocistos de mejor prondstico ™.

Grade 2 3
10 - 25% > 25%
Amount
of
Fragmentation

Clasificacién del embrion segun el % de fragmentacion.

11)  Criotransferencia: Las tasas de embarazo e implantacion en transferencia
de embriones criocongelados son habitualmente bajas comparadas con las de
embriones en fresco. El endurecimiento de la zona pellucida junto con la
presencia de blastomeras lisadas tras el proceso de congelacion llega a
comprometer la viabilidad del embridn. Al realizar la Eclosion Asistida, se
consigue restablecer la capacidad de desarrollo e implantacion en estos

embriones una vez descongelados. "’

Proceso de Eclosion del humano desde la division pre embrionaria hasta la

liberacién completa del embrion de la zona pelucida.



ASPECTOS TECNICOS DE LA ECLOSION ASISTIDA:

Se describen varias técnicas para realizar este procedimiento que
consisten en 3 métodos: mecanicos, quimicos y con laser. ' El uso de la
técnica depende de la experiencia del embridlogo y la disponibilidad de la
técnica. Los riesgos que existen es la lisis de alguna célula del embrion que
disminuya la posibilidad de éxito. '®

El defecto que se crea en la zona pelucida es solo en una porcién, la
remociéon completa de la Zona Pelucida no debe de realizarse antes de la

compactacion ya que no existen uniones estructurales entre las células. 18

Mecanico: Esta técnica no se emplea mucho en la actualidad, consiste en
realizar pequenos orificios con microagujas de vidrio en dos sitios de la zona
pelucida en el area donde el espacio perivitelino sea mayor, para disminuir el
riesgo de dafo. Todo el proceso es calculado mediante la vision directa con el
microscopio, proceso en el cual facilmente se pueda dafar a las células por ser
operador-dependiente. Mediante la micropipeta de fijacion que funciona con
succion, se hacen los cortes en la zona pelucida con la pipeta de inyeccion que
se utiliza para el ICSI, buscando realizar los cortes de manera que se forme un

orificio en forma de cruz. '°



El objetivo de la técnica mecanica es crear el orificio en todo el espesor
de la Zona Pelucida, ya que otras técnicas utilizadas como el acido Tyrodes o el
laser, pueden no perforar la zona pelucida en todo su espesor, dejando la capa

mas interna intacta, provocando que la eclosion sea dificil. %

Diseccién parcial de la zona. El embrién se
Sostiene con el micromanipularod y con la microaguja
Se realizan dos orificios de manera tangencial.

Acido tyrodes: Descrita por Cohen y cols en 1990, esta técnica consiste en
depositar con una micropipeta fina, una solucion de acido Tyrodes cerca de la
zona pelucida, en una zona de 20 a 30 ym en la capa interna y de 30 a 50 ym
en la capa externa de la solucion que presenta un pH 2.35, que logra disolver
esa area de zona pelucida, posteriormente, el embridén se lava con medio fresco

y se coloca en cultivo hasta el momento de la transferencia. 2’

Micropipeta

Zona pelucida

Aplicacién de la solucién de acido tyrodes para
Disolver la zona peltcida.

Micromanipulador Piezo: Esta técnica utiliza un micromanipulador creado en un
principio para realizar ICSl, el cual mediante pulsaciones piezoeléctricas,
produce un adelgazamiento del 75% de la zona pelucida y un orificio de 20 ym
en el sitio de unién de las blastomeras. %



Utilizacion de Micromanipulador PIEZO, donde se observa
mediante vibraciones se adelgaza en un 75% el grosor de la ZP
y se crea un orificio de 20 Mm. >

Laser. Es la técnica actualmente mas utilizada alrededor del mundo, ya que el
laser puede ser utilizado también en adelgazamiento de la zona pelucida, toma
de biopsia de blastomeras, biopsia de trofoectodermo y biopsia de cuerpos
polares.

Funciona mediante un haz de laser enfocado durante un corto tiempo que
calienta y desintegra la zona pelucida con magnifica precision. Todos los lasers
disponibles funcionan en el mismo espectro de luz, cercano a lo infrarrojo a
1480nm de longitud de onda. Los rangos de poder varian de 100mW a 400 mW
y algunos sistemas ofrecen rangos variables. ?*

Debido a que su uso es mediante un software preciso, garantiza la
seguridad de su operacidn, aunque aun no se logra determinar el probable dafio
a las células circundantes que pueda provocar la energia y la temperatura. En el
caso de Eclosion Asistida, se utiliza una onda de 400 mW durante 200 ys para

realizar un orificio de 8 pm.?*



Orificio creado en la Zona Pelucida mediante el uso de Laser.

Con el paso del tiempo y la evolucion de la tecnologia, las primeras técnicas
fueron disminuyendo su uso debido a que son técnicas altamente dependientes
de la experiencia del embridlogo que las realiza, dando paso al laser, debido a
su alto margen de seguridad y a la precision de los cortes en su manejo.

Comparacion de técnicas:

Actualmente las técnicas mecanicas ya no son muy utilizadas, y el uso de
acido Tyrodes y el Laser son los métodos mas comunes. Aunque algunos
autores mencionan que el uso de acido Tyrodes pueden presentar dificultades al
momento de eclosionar. %

El uso de las dos técnicas es seguro, pero debido a que el Laser es mas
sencillo, con tiempos mas cortos para su realizacion, una relativamente corta
curva de aprendizaje por parte del operador, su precision tan elevada y sus
multiples funciones como la toma de biopsias, se ha vuelto el método de

eleccion.



La tasa de desarrollo de blastocistos, es similar en ambas técnicas,

reafirmando que el uso de laser no impide el desarrollo embrionario. %°

Método

Ventajas

Desventajas

Mecanicos

No hay exposicién a calor o quimicos
potencialmete embriotoxicos, no se
ha demostrado que afecte el
desarrollo embrionario, econémico.

Requiere tiempo, doble
micromanipulador, adiestramiento
especifico, al realizar la diseccién de la
ZP se pueden dafar las blastdmeras.

Quimicos

El tamafio de la perforacéon de la
zona pelucida es mayor y favorece la
eclosion, costo bajo.

Requiere doble manipulador, no se
puede regular el tamafio de la
perforacion, puede ser embriotoxico.

Laser

No requiere micropipetas o]
manipuladores, genera resultados
consistentes y tamafo de la apertura

El tiempo de exposicion prolongado
puede dafar los embriones, equipo
muy costoso, la perforacion realizada

de la ZP es controlado, provoca | puede causar constriccion y lisis de las
menos grado de lisis de las | blastomeras.
blastbmeras comparado con los

medios quimicos, es un método
rapido y facil de realizar.

Tabla: comparacion de técnicas.

Riesgos durante el proceso  Varios son los riesgos que se corren durante la
practica de la eclosion asistida como lo son el uso excesivo de acido Tyrodes lo
que disminuye el pH de el area donde se realizara el orificio, uso de materiales
de succion controlados manualmente que no permiten la liberacién controlada
de los fluidos durante el proceso, creacidén de orificios menores de 10 ym que
no permite la eclosién correcta, o mayores de 25 ym que provocan la pérdida de

células.?®

Riesgos de malformaciones congénitas.

Un estudio realizado en Tokyo, (. Junna Jwa MD, et. al., Julio 2015) con
la base de datos del Registro Nacional de Reproduccién Asistida de Japon, que
analiza el riesgo de malformaciones congénitas mayores en recién nacidos a los
que se les realizé Eclosion Asistida durante el tratamiento de invitro, entre el
2010 y 2012, analizé un total de 72,128 ciclos, de los cuales 35,488 (49.2%)
fueron sometidos a este procedimiento, demostré que no hay diferencias

significativas.
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El estudio, consider6 anomalias congénitas mayores, a aquellas
catalogadas por la CDC y las guias de prevencion, excluyendo las anomalias
congénitas menores y complicaciones por prematurez.

En el grupo de pacientes estudiadas, se presenté un total de 1,046
anomalias congénitas mayores, que representa un 1.4% de las pacientes,
comparado con el 1.5% de las pacientes con anomalias congénitas a las que no
se les realiz6 la Eclosion Asistida.

Los resultados sugieren que la Eclosion Asistida por si sola, no
representa un mayor riesgo en la aparicion de malformaciones congénitas
mayores. 2°

Otro estudio realizado en China en el 2014 (Hanying Zhou et. Al) ,
sugiere que no existen efectos adversos en los resultados obstétricos vy
perinatales utilizando Laser en el procedimiento de Eclosion Asistida. Este
estudio valor6 a 699 mujeres y 392 recién nacidos, comparando dos grupos:
Grupo A (480 embriones descongelados en dia 3) al que se le realizé EA con
laser y Grupo B (335 embriones) al grupo control. El Grupo A presentd una
tasa de implantacion del 31.85% vs 16.95% del Grupo B, embarazo clinico de
53.96% vs 33.43% y nacido vivo de 44.58% vs 23.88%. No existieron
diferencias en la edad gestacional, peso del recién nacido y calificacion de
Apgar.

Se presentaron 4 malformaciones congénitas en el Grupo A 'y 3 en el
Grupo B (2 menores y 1 mayor), lo que sugiere el uso de Laser en Eclosion

Asistida como un método seguro. '



4.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tratamientos actuales de fertilidad de Alta Complejidad, a pesar de los
avances tecnologicos en el area de la ciencia, siguen ofreciendo tasas bajas de
éxito en relacion a la obtencion de una prueba de embarazo positiva, y con
mayor proporcion en el nacido vivo que llega a casa. Un alto porcentaje de
nuestra poblacion de pacientes, presenta los criterios de inclusion de este
estudio, debido a que generalmente son pacientes que postergan su maternidad,
y requieren altas dosis de medicamentos para obtener respuesta ovarica.

Los tratamientos que actualmente ofrecemos, pueden tener un efecto
deletereo en el embrion y su desarrollo, aumentando el grosor de la zona
pelucida. Lo anterior disminuye la morfocinética de la division celular y aumenta
el grado de fragmentacion en el embrion. Esto provoca un engrosamiento de
manera importante y endureciendo la zona pelucida.

Como meédicos, debemos de buscar el mayor beneficio de nuestras
pacientes, buscando el uso de la tecnologia disponible en nuestro medio, pero
sin perder de vista que no todos los procesos, tecnologia y ciencia son
aplicables en todas las pacientes, cada caso es distinto y necesita una atencion
especial.

Debido a que un proceso como lo es la Eclosion Asistida, es operador
dependiente, es importante analizar y clasificar nuestra experiencia en el centro
de fertilidad, para poder definir de manera exacta a que pacientes se les va a
ofrecer un beneficio real y a que pacientes se les puede perjudicar en los
resultados al realizar este procedimiento.

Es de muy importante realizar un estudio retrospectivo de nuestra
experiencia para definir que procesos se estan aplicando, y hacia donde
debemos de dirigir nuestra practica, creando pautas precisas de nuestro centro
de fertilidad de acuerdo a la experiencia obtenida, y que sean comparables con
las normas internacionales establecidas para aplicar el proceso de la Eclosién
Asistida de manera eficaz y bien indicado.



5.0 HIPOTESIS

Hipétesis de Investigacion.

La eclosion asistida en el dia 3 tiene mayor tasa de formacion de
blastocisto y una tasa de implantacion mayor en comparacion con los embriones
en los que no se realiza.

Hipoétesis Nula.

La eclosién asistida en el dia 3 no tiene efecto en el indice de
implantacion ni en la evolucion a blastocisto en comparacién con los embriones
en los que no se realiza, sin depender del dia de transferencia
Hipoétesis de Alterna.

La eclosion asistida en el dia 3 tiene menor indice de implantacion en
comparacion con los embriones en los que no se realiza, sin depender del dia de

transferencia

6.0 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar si el uso de Eclosion Asistida mediante Laser, aumenta la tasa
de implantacion en relacidn con las pacientes a las que no se les realizé este

procedimiento.

6.2 Objetivos especificos

* Determinar las caracteristicas demograficas y clinicas del grupo de
estudio (pacientes sin Eclosion Asistida) y los grupos control (grupo de
pacientes con Eclosion Asistida en D3 con transferencia embrionaria en
D3 y Eclosion Asistida en D3 con transferencia embrionaria en DS5).

* Conocer el mejor perfil para lograr éxito en la implantacién



7.0 MATERIALES Y METODOS

71 Diseno del estudio

El presente estudio es de tipo replicativo, observacional, transversal,
ambispectivo, analitico y comparativo en la poblacién de pacientes sometidas a
tratamientos de estimulacion ovarica para un tratamiento de fertilizacién in vitro,
homologo con transferencia en fresco. A los embriones se les realizd el
procedimiento de Eclosion Asistida con Laser comparandolo con aquellos
embriones en los que no se utilizé dicha técnica. El estudio se llevo a cabo en el
Centro de Fertilidad IECH Monterrey Nuevo Ledn, en el periodo comprendido de
enero del 2014 a octubre del 2016.

Este estudio fue aprobado para su realizacion por la Direccion y el Comité
de Etica del Centro de Fertilidad IECH Monterrey.

7.2 Poblacién y muestra

El presente estudio se llevo a cabo en el periodo comprendido de enero
del 2014 a octubre del 2016, en la poblacién de pacientes que entraron al
programa de In Vitro en el Centro de Fertilidad IECH Monterrey Nuevo Leon. Se
analizaron los expedientes fisicos de el Centro de Fertilidad y de el Laboratorio
de In Vitro del IECH, realizando una comparativa con la base de datos
electronica general del centro de fertilidad.

El total de pacientes que ingresaron a tratamiento en el IECH durante
este periodo fue de 909. Las pacientes que fueron consideradas para este
estudio por cumplir con los criterios de inclusion establecidos fueron un total de
637 pacientes (272 no fueron contempladas por no cumplir con los criterios de

inclusion o pertenecer al grupo de eliminacion).



7.3 Grupos de estudio
Para cumplir el objetivo del presente estudio se incluyeron 2 grupos
principales:

Grupo 1: Pacientes a las cuales se les realiz6 el procedimiento de
Eclosion Asistida durante su tratamiento de fertilidad, siendo un total de
222 pacientes.
Grupo 2: Pacientes a las cuales no se les realizd el procedimiento de
Eclosion Asistida durante su tratamiento de fertilidad, las cuales fueron
415 pacientes.

Dentro de los grupos, se creados subgrupos de la siguiente manera:

Grupo 1:

Subgrupo 1.1: Pacientes a las cuales se les realizé el procedimiento de
Eclosion Asistida en dia 3 de desarrollo embrionario y se realizé la
transferencia en etapa de blastocisto (dia 5 de desarrollo embrionario).
Subgrupo 1.2: Pacientes a las cuales se les realizé el procedimiento de
Eclosion Asistida en dia 3 de desarrollo embrionario y se realizé la
transferencia en dia 3 de desarrollo embrionario.

Subgrupo 1.3: Pacientes a las cuales se les realiz6 el procedimiento de
Eclosion Asistida en dia 5 de desarrollo embrionario y se realizé la
transferencia en dia 5 de desarrollo embrionario.

Grupo 2:

Subgrupo 2.1: Pacientes a las cuales no se les realizé el procedimiento
de Eclosion Asistida y se realizé la transferencia embrionaria en dia 3 de
desarrollo embrionario.

Subgrupo 2.2: Pacientes a las cuales no se les realiz6 el procedimiento
de Eclosion Asistida y se realizé la transferencia embrionaria en etapa de
Blastocisto (dia 5 de desarrollo embrionario).



8.1

8.2

8.3

8.0 CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

Pacientes atendidas en el Centro de Fertilidad IECH Monterrey.

Pacientes que asistieron al Centro de Fertilidad IECH, en el periodo
comprendido de enero del 2014 a octubre del 2016, que entraron al
programa de Fertilizacion In Vitro.

Ciclos Homodlogos de fertilizacion in Vitro.

Pacientes a los cuales la transferencia embrionaria se les realizé6 en

fresco.

Criterios de exclusion

Pacientes de baja complejidad.
Pacientes del programa de donacion ovulos.
Pacientes del programa de muestra espermatica heteréloga.

Pacientes que no fueron transferidas en el mismo ciclo de la estimulacion.

Criterios de eliminaciéon
Se eliminé el grupo 1.3, debido al escaso numero de pacientes que
conformaba este grupo (N=13), ya que no es una comparacion
significativa con los demas grupos.
Expediente extraviados.
Expediente ilegibles.
Expediente incompletos.

Ausencia del resultado de la prueba de embarazo.



9.0 INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS

Procesos y métodos de confiabilidad:

El procedimiento de la Eclosion Asistida, fue realizada mediante laser con
el instrumento ZILOS-tk (Zona Infrared Laser Optical System), de la compafnia
Hamilton Thorne, Version 5.11 del 2013. Se realizaron orificios en la Zona
Pelucida de 8 ym, durante 600 a 700 us , a una capacidad de intensidad del
100%, con una longitud de onda de 1480 nm con el objetivo de minimizar la
duracion de los pulsos y disminuir el riesgo de la propagacion del calor a las
células vecinas. El procedimiento realizado en D3, se lleva a cabo en el area en
la cual se presente mayor porcentaje de fragmentaciéon o exista mas espacio
disponible para realizar el procedimiento sin dafar al embrion. En etapa de
blastocisto, la accion del rayo laser, se realiza lo mas alejado posible de la masa
celular interna para disminuir el riesgo de dafo.

El orificio se realiza solo en una sola area de la zona pelucida, ya que si
se realiza en varias zonas, se corre el riesgo de pérdida del embridn durante el
proceso de eclosidon y un desarrollo anormal. También al realizar orificios
pequefios puede provocar una constriccion del embrion y un desarrollo
embrionario anormal, por lo que es muy importante realizar el orificio del tamafio
adecuado.

Al realizar la medicion y dureza de la zona pelucida, se utiliza el pulso
que se requiera en cada embrion, utilizando una duracion de bajo pulso en
zonas pelucidas delgadas de <10pm con una sola pulsacidon, una duracion
media de pulsos en caso de remosion de la zona y una duracion de pulso alto en

aquellas zonas pelucidas de >17 pym de grosor.



HERRAMIENTAS
IBM SPSS v24 ° R STUDIO 1.0.136 — 3.3.2 ° 2016 MSO Excel 16.0.6925

La captura de datos se realiz6 de manera manual, seleccionando las
relacionadas con el perfil sociodemografico y clinico de las pacientes; los datos
fueron capturados en una base de datos desarrollada en Excel Microsoft Office

para posteriormente ser analizados en el programa

ANALISIS INICIAL

Se determinaron valores de tendencia central, desviacion estandar,
analisis de normalidad e histogramas de frecuencia para variables cuantitativas.
Se determinaron proporcion de frecuencia, porcentaje en relacion al total de
entradas ademas de proporcion de frecuencia para escalas al estudiar variables
categoricas.

ANALISIS DE POBLACION
Se evaluaron datos demograficos y antecedentes que prevalecieron en la

muestra que pudieran ser de interés.

ANALISIS COMPARATIVO E INFERENCIAL

Se agrup6 a los embriones segun recibieran Eclosion Asistida o No en su
dia 3 o0 5, a partir de este punto de comparacién se estudiaron las relaciones
entre las variables paramétricas y no paramétricas. Para las variables de
tendencia central se compararon con T de Student ajustado a normalidad de dos
colas los grupos de interés a tomar como significativos valores de P menor a
0.05, en caso de no ser paramétrica se estudid con la prueba pertinente de
acuerdo a cantidad de categorias presentes en la variable. Otros resultados
fueron interpretados por el autor reportdndose datos interesantes para el
estudio. En caso de requerirse se realizd GLM para multiples variables a

comprar en funcion de la varianza.



Para los muestreos categoricos a comparar se empleo prueba de Fisher o
la distribucion x? segun la caracteristica de la contingencia, para describir las
diferencias entre los grupos de comparacion, se tomé significativo P menor a
0.05.

Se elabor6 dispersion 'y regresion para datos significativos
correlacionables. Se estudi® la muestra para observar factores de
riesgo/beneficio al analizar grupos y subgrupos (Coeficiente de Momios OD,

Riesgo Relativo RR, Numero Necesario a Tratar).

10.0 RESULTADOS

Se analizaron un total de 637 pacientes que cumplieron con los criterios
de inclusion establecidos para el estudio. A un total de 222 pacientes (34.5%)
se les realiz6 el procedimiento de Eclosion Asistida con Laser, mientras que a
415 pacientes (65.15%) no se les realiz6 el procedimiento.

Dentro de la divisidn por subgrupos., al Subgrupo 1.1 (EA D3 TEDS) fue
conformado por 72 pacientes (11.3%) y el subgrupo 1.2 (EA D3 TED3) por 150
pacientes (23.55%).

El subgrupo 2.1 (No EA TED3) es de 207 pacientes (32.5%) y el
subgrupo 2.2 ( No EA TEDS) por 208 pacientes (32.65%).

Realizando la comparaciéon de pacientes del Subgrupo 1.1, con el
Subgrupo 2.2, observamos que no existen diferencias en la edad (35 +4 afios,
P= 0.143) de estos grupos, tampoco hay diferencia en la cantidad de foliculos
observados en el ultrasonido de (M 9.9 +4.59, P=0.095), ademas, en cuanto a
recuperacion de blastocisto, encontramos diferencias dadas por el numero de
captura de ovulos entre los grupos siendo en grupo 1.1 menor (M 2.54, £1.28
Blastocistos, P=0.009), y una tasa de fertilizacion (M 5.49 +2.43, P=0.017) con
diferencias dadas de igual forma por el numero inicial ovocitos obtenidos. El
grupo al que no se le realiz6 Eclosion Asistida muestra una mayor fertilizacion y
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mayor posibilidad de lograr su desarrollo a blastocisto en comparaciéon con
aquellos a los que se les realizo Eclosion Asistida (M 47.9 % +24.24, P=0.021)
en dia 3 de evolucion con transferencia en etapa de Blastocisto. El factor
masculino no muestra ninguna influencia, ya que todos las variables analizadas
(Cuenta Total Motil, Formas Normales y Motilidad Espermatica) no muestran
significancia estadistica.

Al realizar las comparaciones entre Eclosion asistida en dia 3 y
transferencia en el dia 5 necesario para lograr un PIE positivo, solo el 14.54%
(RR 0.3, P=<0.001) de los embriones tratados resultaron con una Prueba sérica
de embarazo positiva en relaciéon a los embriones sin esta técnica, los cuales
tuvieron una incidencia de PIE positivo de 43.61%. Para los embriones tratados
con Eclosion asistida en el dia 3 y transferencia en el dia 3, se obtuvo una
incidencia de éxito relativamente similar con un 19.38% (RR 0.8627, P=0.4889)
en comparacion con el grupo control.

Al dividir la muestra segun la edad optima de éxito del arbol de decision
(P=<0.001) por edad mayor o menor de 37 afios, encontramos una pérdida de
significancia estadistica en la comparacidon de pacientes con eclosion asistida en
el dia 3 y transferencia en el dia 5 teniendo una incidencia de PIE positivo de
60.75% (RR 1.18, P=0.4922) en las pacientes mayores de 37 afios, lo cual
pudiera hacernos pensar que el proceso de eclosion asistida en dia 3 con
transferencia en dia 5 elimina a la edad de la paciente como factor.



PIE Positivo PIE Negativo
Transferencia Grupo N, % N, % e p- val RR
D3TD5 33 (14.54%) 39 (9.51%) 3.1961 00738 1.5283
D3TD3 44(19.38%) 106 (25.85%)  3.0478 0.0808  0.7497
NOAHTD3 51(22.47%)  156(38.05%) 154688  <0.001  0.5905
NOAHTDS 99 (43.61%) 109 (26.59%)  18.4956  <0.001  1.6405
N, % N, % e p- val RR
LASER D5-D3 33 (42.86%) 194 (51.46%) 1.564 02111  0.8328
No AH D5-D3 99 (66%) 128 (42.11%) 219931  <0.001  1.5675
N, % N, % e p- val RR
D5-noD5 33 (25%) 194 (60.25%)  45.1287  <0.001  0.4149
D3-noD3 44 (46.32%) 183 (50.97%)  0.4792 04888  0.9086
N, % N, % e p. val RR
>37 afios 81 (35.68%)  229(55.85%)  22.9945  <0.001  0.6389
>37 afios D3TD5 31(60.78%) 20 (51.28%) 0.4717 04922 1.1853
>37 afios D3TD3 15 (34.09%) 64 (60.38%) 7.5962 0.0058  0.5646
N:z;?;’; 21 (41.18%) 91 (58.33%) 38914 00485 7059
N:z;?;’; 32(3232%) 54 (49.54%) 3652 00174 6525

Comparando el Subgrupo 1.2 con el Subgrupo 2.1 en los cuales la
transferencia fue realizada en dia 3 de desarrollo embrionario, encontramos lo
siguiente: obtuvimos una edad promedio de(M 35.65 +4.57, P=0.772), cantidad
de foliculos observados en el ultrasonido (M 7.95 +4.14, P=0.246), una
recuperacion de blastocisto no valorable debido a que la transferencia se realizé
en el dia 3 de desarrollo embrionario y una fertilizacion de (M 5.85 +3.52,
P=<0.001).

muestra una mayor fertilizacidn en comparacion con aquellos a los que se les

Por lo tanto el grupo al que no se le realizd Eclosidn Asistida

realizo Eclosion Asistida en dia 3 de evolucién con transferencia el mismo dia. El
factor masculino no muestra ninguna influencia como en el grupo comparativo
anterior, ya que todos las variables analizadas (Cuenta Total Motil, Formas
Normales y Motilidad Espermatica) no muestran significancia estadistica.

Al realizar un estudio del patron necesario para lograr un PIE positivo,
encontramos diferencia estadisticamente significativa (P=<0.001), mostrando
que el 19.38% (44 pacientes) resultaron con una Prueba sérica de embarazo

positiva a las que no se les realizd el procedimiento de EA, comparando con el



22.47% (51 pacientes) con Prueba sérica de embarazo positiva de las pacientes
a las que se les realizo el procedimiento de EA.

Con relacién a los resultados de prueba de embarazo positivo y negativo,
en el grupo 1.1, el resultado positivo presentdé un mayor porcentaje de pruebas
positivas (14.54%, RR 1.52, P=0.0669), en el grupo 1.2, fueron mayores los
resultados negativos que los positivos (19.38%, RR 0.749, P=0.079). Al
comparar los grupos de No Eclosion Asistida, el subgrupo 2.1 tiene mayor
porcentaje de pruebas negativas que positivas (22.47% RR 0.59, P=<0.001) y
el subrgupo 2.2 tiene mayor cantidad de pruebas positivas que negativas
(26.59%, RR 1.64, P=<0.001) mostrando significancia estadistica en ambas

comparaciones.

Asisted Hatching NoAH
Transferencia Estimulacion y Asistencia Media, DE Media, DE  p.val t-test
D5 Foliculo 354 34.07 +4.85 0.143 1.468
D5 Ovulos Aspirados 9.9 +4.59 11.04+5.1 0.095 -1.677
D5 Ovulos Inseminados 9.93 +4.38 11.16+5.11 0.069  -1.827
D5 Fertilizacion 3.69 £3.16 488 £4.5 0.041  -2.055
D5 ICSI 2.47 +2.56 3.6 £3.46 0.012 -2.534
D3 Foliculo 7.95+4.14 7.41+456  0.246 1.163
D3 Ovulos Aspirados 7.15 +4.09 6.7+4.49 0337 0.961
D3 Ovulos Inseminados 242.77 2.3$3.09 034  -0.956
D3 Fertilizacion 1.09 £1.72 1.46+1.94 0.065 -1.854
D3 ICSI 3.86 +3.04 3.27+2.88  0.065 1.852
Pos Neg

PIE Foliculo 8.33 +4.59 10.22 £5.24 <0.001 -4.708
PIE Ovulos Aspirados 7.99 £4.78 9.78 £5.22 <0.001  -4.359
PIE Ovulos Inseminados 2.83 +£3.49 3.95+4.13 <0.001 -3.608
PIE Fertilizacion 1.89 £2.55 2.72£3.06 <0.001 -3.664
PIE ICSI 3.89 +£3.31 428+3.6  0.165 -1.39

Con respecto a la edad de las pacientes, en las comparaciones no hay
una diferencia los Grupos 1.1, con 2.2, ni valor al comparar el grupo 1.2 con el
2.1 (tabla 1). Al realizar la comparativa con respecto a un resultado positivo, si
se muestra una diferencia, mostrando que los grupos a los que no se les realiz6

el proceso de Eclosién Asistida, tuvieron una edad de 33.77 +4.55 afos.



Asisted Hatching NoAH
Transferencia Media, DE Media, DE p- val t - test
DS Edad Aflos 10.61 (x1.78) 9.93 (£2.37) -1.693 0.091
D3 Edad Afos 35.65 +4.57 35.51+4.43 0.772 0.29
Pos Neg
PIE Edad Afios 33.77 +4.55 35.7 £+4.48 <0.001 5.19

Al hacer el analisis relacionado con la busqueda del patron de aquellas
pacientes con resultado de embarazo positivo, se encuentran datos con alta
relevancia, ya que observamos que con respecto a la edad, el tener menos de
37 anos de edad, aumenta la posibilidad de una prueba positiva , que la
transferencia se realice después del dia 4 de desarrollo embrionario
( transferencia en blastocisto) y lograr que las pacientes desarrollen mas de 12
foliculos durante su protocolo de estimulacion, aumentara de forma significativa
la posibilidad de lograr el embarazo. Segun el analisis de Clasificacion tipo Arbol
de decision (x*AID) teniendo como meta la prueba sérica de embarazo positiva,
la variable de realizar o no la EA durante el manejo de los embriones, no
representa ninguna significancia estadistica, observando preferencia por otras
caracteristicas en la muestra, lo que nos confirma que la posibilidad de lograr un
embarazo positivo va mas relacionada con el dia de realizacion de la

transferencia, que con la realizacion de la Eclosion Asistida.



Node O
Categorny % nl:
r—————" = Negative B4.4 410 |
(] Neg.aitnro | | ¥ Positive  35.6 227 ||
| [ Positive Total _ 100.0 637 |}
_________ .I_______[.:_.
dia.trans
Adj. P-wvalue=0.000, Chi-square=35.
192, df=1
<= 4.000; <missing> > 4.000
Node 1 Node 2
Categorny % n Categorny % n
B Negative 74.3 266 B Negative 51.6 1449
B Positivo 25.7 92 B Positivo 43.4 135
Total 56.2 358 Total 43.8 279
= | =
EDAD EDAD
Adj. P-wvalue=0.001, Chi-square=15. Adj. P-value=0.015, Chi-square=9.
171, df=1 3249, df=1
<= 37.000 > 37.000 <= 37.000 = 37.000
Node 3 Node 4 Node 5 Node 6
Categony % n Categony % n Categony % n Categorny % n
B Negative 67.7 157 B Negative S6.5 109 ® Negative 458 92 B Negative 66.7 52
B Positivo 323 75 B Positive 13.5 17 B Positivo 54.2 109 B Positive 33.3 26
Total 36.4 232 Total 19.8 126 Total 31.6 201 Total 122 78
=]
FOLICULO
Adj. P-value=0.032, Chi-square=8.
163, df=1
<= 12.000 > 12.000
Node 7 Node 8
Categony % n Categony 9% n
B Negative 53.0 70 ® Negative 319 22
B Positivo 47.0 62 B Positive  68.1 47
Total 20.7 132 Total 10.8 69

Al realizar el analisis de eventos entre los PIEs positivos de las pacientes,
se determinaron la relacion de proporcién de evento, de modo que observamos
los indices de presentacion de éxito. Para el grupo el grupo de D3TD5
encontramos una incidencia de éxito de 1: 0.91 (IC 0.67 - 1.03), sin embargo, el
mejor perfil de éxito es el de No EA vy transferir en dia 5 1: 1.01 (IC 0.65 - 0.87),
siguiendo lo encontrado en el arbol de decisidn encontramos para las pacientes
mayores a 37 afios y EA en dia 3 con transferencia en el dia 5 como el mejor
perfil de éxito con 1: 1.65 (IC 0.51 - 1.3) con un PP de 60.78%.
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PIE Positivo
Grupo N, % LK PP % PN %
D3TD5 33 (14.54%) 0.91 (IC 0.67 -1.03) 14.54 90.49
D3TD3 44 (19.38%) 1.51 (IC1-1.28) 19.38 74.15
NoAHTD3 51 (22.47%) 2.05(C1.15-1.43) 2247 61.95
NoAHTDS5 99 (43.61%) 1.01 (IC 0.65-0.87) 43.61 73.41
>37 aios 81 (35.68%) 3(IC1.18-1.5) 35.68 44.15
>37 anos D3TD5 31 (60.78%) 1.65(1C0.51-13) 60.78 48.72
>37 anos D3TD3 15 (34.09%) 344(1C1.1-1.71) 34.09 39.62
>37afiosNoAHTD3 21 (41.18%) 284 (IC1.01-14) 41.18 41.67
>37afiosNoAHTD5 32 (32.32%) 2.74 (IC1.08 -1.79)  32.32 50.46
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Figura 1. BOXPLOT. Se observa como el grupo D3TD35 en relacion a edad no es factor para PIE en comparacion con el

resto de los grupos.
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Figura 2. Densidad de Eventos. Se observa como la proporcion de recuperacion de Blasticisto es mas consistente en el

grupo de No EA con transferencia en el dia 3.
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Figura 3. BOXPLOT. Se observa en relacion a PIE positivo y numero de foliculos aspirados es similar en los grupos

con transferencia en EA asistida en dia 3 y transferencia en dia 5, y el grupo de transferencia en dia 3
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Existieron diferencias leves en los grupos en relacion a FIV, siendo el grupo de NoAHTDS el de mayor discrepancia

con respecto a los demads.
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La seleccion de técnica fue homogénea al considerar incidencias de PIE positivo en todos los grupos.
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transferencia en el dia 3 en comparacion de los controles
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Figura BOXPLOT: En cuanto a la Morfologia Espermatica se refiere, se observa que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos analizados, por lo cual se deduce que no
interviene la morfologia espermatica como factor que altere la posibilidad de éxito o fracaso de los
procedimientos.



121 °
PIE
i R B3 Negativo
5 . - Positivo
£
A .
B g : :
©
£
o
[ =4
(2]
3
$
£
g
g °
w
& 44 ®
3
B
o
3 .
3 .
£
o °
5
(6]
o

P=0974 P=0.998

D3TD3 NoAHTD3
2 " PIE
£
= E= Negativo
£ - ,
3 ' Positivo
©
E o s
2 9 ° °
w
o
9
- o
~O
£
0 ————ee -
Qo
w
o
g 4 °
5 o
>
o
® o
o
| =
O
2
2 0] :
[V
(6]
5
o

P=0.146 P=0721

D3TD5 NOAHTDS

Figura BOXPLOT: En la concentracion espermatica, no se observa ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos analizados, por lo cual la concentracién espermatica no es un factor que altere
el éxito o fracaso del proceso.
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Figura BOXPLOT: En el analisis referente a la Cuenta Total Motil (CTM). Al analizar las muestras

espermaticas, no se observa ninguna diferencia entre los grupos, por lo cual no es un factor influyente en el
éxito o fracaso del tratamiento.
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Figura BOXPLOT: Al realizar el anélisis del % Motilidad espermaética., no hay diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos, por lo cual se descarta la el % de Motilidad espermatica como factor que
altere el resultado de éxito en este estudio.

En todos las comparaciones realizadas mediante BOXPLOT de los

grupos utilizando indicadores de la Espermatobioscopia Directa con la cual se

realizé el procedimiento, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas. Este hallazgo es de gran trascendencia clinica, ya que nos



demuestra, que el trabajo realizado por el departamento de Andrologia de
nuestro Centro de Fertilidad, esta realizando de manera correcta su labor, al
punto que la muestra espermatica se elimine como factor que pueda influir en el

resultado de éxito o fracaso en los grupos analizados en este estudio.
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Se observa la Tabla de los resultados con respecto a los balances en relacion al éxito en la Prueba de
Embarazo en los Grupos con transferencia en etapa de Blastocisto, con EA en dia 3 y sin EA, utilizando la
X2, se observa una franca diferencia a favor aquellos grupos a los que No se les realizé el Proceso de
Eclosion Asistida.
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utilizando la X °, se observa una franca diferencia a favor aquellos grupos a los que No se les realizd el
Proceso de Eclosion Asistida.
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Se observa la Tabla de los resultados con respecto a los balances en relacion al éxito en la Prueba de
Embarazo en los grupos generales, observando mayor éxitto, en pacientes a las que la transferencia
embrionaria se les realiza en etapa de blastocisto, y al observar al grupo de transferencia en etapa de
blastocisto, se obtiene mayor porcentaje de éxito a los que no se les realizé Eclosion Asistida.
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Al evaluar la tendencia de eventos en la muestra en cuanto a los procesos realizados a los embriones, y la
probabilidad de tener embarazo, se observa en el ForestPlot que transferir en el dia 5 tiene mejor perfil
que las transferencias en el dia 3, y la eclosion asistida en el dia 3 otorga un beneficio leve
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Exploracion de densidad de evento y relacion de foliculos en la paciente y edad, modelado que se realiza por
la sugerencia del arbol de decisiones, para el caso de este grafico se marcan la distribucion de eventos para
PIE positivo. Se observa como en el caso de D3TD3 el area de mayor efectividad es si la paciente produce 10
foliculos y ella tiene entre 31 y 34 aiios, para NoAHTD3 patron de éxito involucra una paciente mds joven.
En el caso de D3TDS5 se observa una inflexion de la zona mayor éxito (azul) por encima de los 35 afios y baja
respuesta folicular, de modo que eclosion asistida pudiera beneficiar a las pacientes mayores de 35, y baja
respuesta folicular. Para NoAHTDS se observa areas de buen éxito, pero dependientes de produccion
folicular de la paciente.

NOAHTDS ‘ | 274 | LK

NOAHTD3 1 | I 284 |
25

B
| [ |

Forest Plot del Likelihood para tener PIE positivo en pacientes mayores de 37 aiios. Se observa como la mejor técnica
D3TD35, seguido de NoAHTDS. De forma aislada se observa la muestra dividida en mayores de 37 afios (<37).
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11.0 DISCUSION

La Eclosion Asistida es un tema controversial, ya que existen resultados
contradictorios acerca de sus resultados en las tasas de implantacion vy
embarazo. Algunos autores apoyan sus ventajas relacionadas con pacientes
con pobre prondstico reproductivo como la edad avanzada y con falla repetida
de la implantacién.®® En nuestro centro de fertilidad no existio diferencia de edad
entre los grupos de estudio. Siendo por lo tanto un parametro no indispensable
para considerar realizar la EA.

En términos generales, el realizar el proceso de Eclosion Asistida en dia 3
con transferencia en dia 5, comparandolo con el grupo control, parece tener un
efecto deletereo en el éxito de la tasa de embarazo, a menos que la paciente
presente una edad > 37 afnos, en este caso, el efecto de la Eclosion Asistida
hace que las tasas de embarazo se comporten de manera similar con las que no
se les realiza Eclosidn Asistida y se transfiere en etapa de blastocisto,
eliminando en este grupo de pacientes la edad como un factor de mal
pronaostico.

Analizando el efecto que puede ejercer el Laser sobre los embriones al
realizar el proceso de Eclosidon Asistida descritos en la literatura como dafo a
las blastomeras o al ADN, otros articulos refieren que el uso del laser es seguro
en cuanto al dafno térmico que puede ejercer a blastomeras.®" En nuestro centro
observamos que el procedimiento no altera la recuperacién a blastocisto, ni

tampoco una disminucion del desarrollo de embriones a estadio de clivaje.

En cuanto a la espermatobioscopia directa utilizada para realizar el
proceso de In Vitro de las pacientes, de acuerdo a los resultados obtenidos en
nuestro estudio, no representa factor prondstico en los resultados de embarazo

ya que no hubo diferencia entre los dos grupos en cuanto a calidad espermatica.



La creacion de técnicas de ICSI para el tratamiento del factor masculino
severo mejora de manera considerable las tasas de éxito independientemente
de sus parametros seminales. ** Con esto podemos deducir que los procesos
realizados por el departamento de Andrologia, hacen que el factor masculino no
sea un factor prondstico para el resultado de éxito o fracaso en la tasa de

embarazo.

Las pacientes con pobre prondstico reproductivo, como las mencionadas
en la literatura como son Edad > 35 afos, antecedente de fallas en la
implantacion por dos o mas ocasiones, fragmentacion excesiva, elevados
niveles de FSH basal o zona pelucida engrosada 33 se benefician con el proceso
de eclosién asistida con laser, pues encontramos tasas de embarazo
equiparables con aquellas pacientes que no se les realiza el proceso de Eclosiéon
Asistida y se transfiere en etapa de blastocisto.

En el grupo de pacientes que no tiene indicacidn para realizar Eclosion
Asistida, los resultados no muestran ofrecer un beneficio, por lo cual no nos da
evidencia suficiente, para recomendar la eclosion asistida de manera rutinaria a
todas las pacientes a quienes se efectuan técnicas de reproduccion asistida,
contrario a lo indicado en otras publicaciones que apoyan esta el realizar esta
técnica de forma rutinaria en las pacientes en tratamientos de in vitro.**

Todos los programas de reproduccion deben de evaluar a sus pacientes
de manera individual y utilizar esta técnica de acorde a la experiencia que se
tiene con el procedimiento, ya que es operador dependiente. No esta justificado
realizar el procedimiento de eclosion asistida a todas las pacientes, y nuestros
resultados apoyan lo anteriormente descrito por la literatura, hay que seleccionar
a la paciente ideal para este procedimiento.



12.0 CONCLUSION

Las caracteristicas demograficas de la poblacion fueron similares en
todos los grupos, sin embargo, la cantidad de 6vulos obtenidos fueron mayores
en los grupos de no eclosion asistida. Por su parte, el factor masculino no fue
diferente entre los grupos, ni al comparar su relaciéon en cuanto a prueba positva
de emabarazo. En relacion a la prueba de embarazo positivo, se observa a la
transferencia en dia 5 como la que genera mejores resultados, y no realizar
eclosion asistida mejora el perfil, sin embargo, es importante recalcar que
posterior al modelado y compensacion por la discrepancia de muestra entre los
grupos, reluce en los modelos el beneficio de Eclosion Asistida en el dia 3 y
transferencia en el dia 5 si la paciente tiene mas 37 anos, este beneficio
permanece aunque la paciente experimente una baja respuesta folicular. Los
resultados explorados son compatibles con los descritos en la literatura, lo cual
nos describe que el proceso de tratamiento de fertilidad asistida en la clinica
mantiene estandares de calidad altos, adecuados y teniendo solo como factor

determinante las caracteristicas clinicas la paciente.
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