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Resumen  El objetivo  de este  estudio  retrospectivo  fue  valorar  el  efecto  del láser  assisted

hatching por  Afinamiento  (LAHA)  según  los resultados  obtenidos  en  tasa  de gestación,  implan-
tación  y  aborto.  El estudio  se  realizó  en  2 grupos  de  pacientes  sometidas  a tratamientos  de
FIV/ICSI  según  su edad.

Se analizaron  308  ciclos  FIV/ICSI  realizados  en  mujeres  con  38  o más  años,  que  de  forma
aleatoria fueron  distribuidas  en  2  grupos:  A)  154 ciclos  donde  no  se  realizó  LAHA  (grupo  no
LAHA); B)  los  154  ciclos  restantes  en  el que  todos  los  preembriones  transferidos  fueron  sometidos
a LAHA  (grupo  LAHA).  Estos  2  grupos  a  su  vez se  subdividieron  en  4  subgrupos  según  edad:  no
LAHA 38  y  39  años,  LAHA  38  y  39  años,  no LAHA  ≥ 40  años  y  LAHA  ≥ 40  años.

Los resultados  globales  indican  la  tasa  de gestación  e  implantación  del  grupo  no  LAHA  vs
LAHA: 29,9  vs  37,7%,  p  =  0,185;  19,6  vs  27,1%,  p  = 0,051  respectivamente.  En  los  resultados  por
grupos de  edades  encontramos  diferencias  significativas  en  tasas  de gestación  e implantación
en los  grupos  de  38  y  39  años  no  LAHA  y  con  LAHA:  32,1  vs 46,9%,  p  =  0,033;  20,8  vs 35,0%,
p =  0,004  respectivamente.

Este  estudio  revela  la  efectividad  de  la  técnica  LAHA  en  mujeres  pertenecientes  al  grupo  de
pacientes con  38  y  39  años,  mostrando  mejores  resultados  en  tasas  de gestación/implantación.

A partir  de  40  años  no  encontramos  efecto  beneficioso  de LAHA  aislado  (sin  DGP)  y  puede  ser
debido a  la  presencia  de  anomalías  cromosómicas  preembrionarias  en  este  grupo  de  pacientes.
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Laser  assisted  hatching  tuning  (LAHT)  in  cycles  of  in vitro  fertilization  in  two  age

groups

Abstract  A  retrospective  study  was  conducted  to  evaluate  the  effect  of  the  Laser  Assisted
Hatching  by  Thinning  (LAHT)  according  to  the results  of  the  pregnancy  rate,  implantation  rate
and miscarriage  rate.  The  study  was  carried  out  with  two  groups  of  patients  who  had  undergone
treatment  by  IVF/ICSI  and  according  to  patient  age.

A total  of  308 cycles  were  performed  on women  of  38  years  or  more,  randomly  divided  in two
groups; group  A:154 cycles  without  LAHT  (No-LAHT),  and  group  B:  the  remaining  154  cycles  in
which all  pre-embryos  were  transferred  were  subjected  to  LAHT.  These  two  groups  in  turn  were
further subdivided  into  4 groups  according  to  the  age:  No-  LAHT  38  and  39  years,  LAHT  38  and
39 years,  No-LAHT  ≥ 40  years,  and LAHT  ≥  40  years.

The  overall  results  showed  pregnancy  and implantation  rates  of  No-LAHT  vs LAHT  (29.9  versus
37.7%, P  =  .185;  19.6  versus  27.1%,  P = .051  respectively.  The  results  by  age  group  showed  sig-
nificant differences  in pregnancy  and  implantation  rates  in 38  and  39  years  No-LAHT  and  LAHT
groups: 32.1  versus  46.9%,  P  =  .033;  20.8  vs 35.0%,  P  =  .004,  respectively.

This study  shows  the  effectiveness  of  the  LAHT  technique  in women  of  the  38  and  39  years
group of  patients,  showing  the  best results  in pregnancy  and  implantation  rates.

No beneficial  effect  of  isolated  LAHT  (no  PGD)  was  found  from  greater  than  40  years,  which
could be  due  to  the  presence  of  embryonic  chromosomal  abnormalities  in  this patient  group.
©  2016  Asociación  para  el Estudio  de la  Bioloǵıa  de  la  Reproducción  y  Sociedad  Española  de
Fertilidad.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  All rights  reserved.

Introducción

El assisted  hatching  (AH)  fue  introducido  por  Cohen  en 1990,
quien  propuso  la  técnica  como parte  de  una  solución  a  los
problemas  de  la implantación  preembrionaria  (Cohen  et  al.,
1990). Este  mismo  grupo  desarrolla  inicialmente  en 1989
la  disección  parcial  de  la  zona  pelúcida  (PZD),  técnica  para
facilitar  la  penetración  espermática  en el  ovocito  a través  de
un  orificio  realizado  en la zona  pelúcida  ovocitaria  de  forma
mecánica  (Cohen  et al.,  1989a,b).  Al encontrar  superiores
tasas  de implantación  en los  ovocitos  sometidos  a  PZD,
llegaron  a  la conclusión  de  que  al  hacer  el  agujero  de  forma
mecánica  en  la  zona pelúcida  preembrionaria  se podía  favo-
recer  la  eclosión  de  los blastocistos,  aumentando  de  esta
forma  las  tasas  de  embarazo  e implantación.  Este  proceso
fue  llamado  técnica  de  eclosión  asistida  o  AH  (Cohen  et al.,
1990).

Cohen  y  su grupo  consideran  que  las  posibles  causas  de
fallo  de  implantación  en líneas  generales  son:  1) el  ambiente
folicular  y  la  receptividad  endometrial;  2) las  condiciones  de
cultivo  a  las que  los  gametos  y  preembriones  están  expues-
tos;  3) el  procedimiento  de  la  transferencia;  y  4) anomalías
genéticas.

Sugieren  una  quinta  causa,  que es  la imposibilidad  del
preembrión  para  realizar  la  eclosión  de  la  zona pelúcida  de
manera  natural,  a  pesar  de  la  buena  morfología  preembrio-
naria.

Se  sabe  que  el  AH  está  indicado  en  pacientes  de peor
pronóstico  reproductivo,  como  pueden  ser  aquellas  pacien-
tes  que  pertenecen  al grupo  de  fallo  de  implantación  (Magli
et  al.,  1998;  Primi  et al.,  2004)  pacientes  de  edad  avanzada
(Cohen  et  al.,  1992,  Schoolcraft  et al.,  1994;  Schoolcraft
et  al.,  1995;  Montag  y  Van  der  ven,  1999;  Ghobara  et  al.,

2006)  y  en  preembriones  criopreservados  (Gabrielsen  et al.,
2006;  Ge  et al.,  2008;  Ng  et al.,  2008).

Durante  las  2  décadas  pasadas  se han  utilizado  diferen-
tes  métodos  para  la  manipulación  de la  zona pelúcida  en
mujeres  a  partir  de los  35  años (Balaban  et  al., 2002).
Sin  embargo,  no  existe  consenso  acerca  de  la  efectividad
de las  técnicas  de AH  en  preembriones  que  provienen  de
mujeres  en  edad  reproductiva  avanzada.  El metaanálisis
sobre  el  impacto  del AH  con  diferentes  técnicas  (Edi-Osaghie
et  al.,  2003) indica  la  probabilidad  de  la mejora  del AH
en  mujeres  de edad  materna  avanzada.  Otras  revisiones
sistemáticas  (Das  et al.,  2009;  Martins  et  al.,  2011)  sobre
28  estudios  cada  una  revelan  que  hay  evidencias  donde
el  AH puede  incrementar  las  tasas  de éxito  en  mujeres
con  fallo de implantación  y  probablemente  en  edad  avan-
zada,  pero  se deben  estudiar  más  las  tasas  de  embarazo
múltiple.

Parece  ser  que  tanto  la  edad  avanzada  como  el  cultivo
in  vitro de los  preembriones  puede  causar  un  endureci-
miento  de la  zona  pelúcida,  haciendo  necesaria  la aplicación
de  las  técnicas  de AH  para facilitar  la  eclosión  de los  blas-
tocistos,  aumentando  de este  modo  las  tasas  de embarazo
e  implantación  (Magli et al.,  1998).

Varias  metodologías  se  han  desarrollado  para  mejorar  el
potencial  del  hatching  de los  blastocistos  como  PZD (Cohen
et  al.,  1990),  adelgazamiento  de la  zona pelúcida  con  medio
ácido  (tyrode)  (Cohen  et  al.,  1990),  con  medio  químico  (Fong
et  al.,  1998)  y láser  con  sus  2  variantes,  la  primera,  Láser
AH  total  (LAH)  (Strohmer  y  Feichtinger,  1992) y láser  AH
thinning/afinamiento  (LAHA)  (Antinori  et  al.,  1996a,b).

Dentro  de la modalidad  del láser  se describe  LAH  total,
que  consiste  en la  creación  de  un agujero,  perforando
la  zona  pelúcida  (20-30  �m),  en  su  totalidad  (Strohmer  y
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Feichtinger,  1992)  y  en  1996  Antinori  et al.,  publican  los  pri-
meros  trabajos  donde  realiza  un pequeño  afinamiento  de la
zona  pelúcida  preembrionaria  de  forma  parcial  (LAHA).

Los  motivos  por los  cuales  se usa más  el  láser  son
seguridad  y rapidez,  además  de  porque  el  sistema  es  más
reproducible,  técnicamente  más  fácil  de  controlar  y  de usar
comparado  con las  otras  metodologías.  Su aplicación  está
asociada  con  un  incremento  de  forma  significativa  en  las
tasas  de  gestación  e  implantación  en mujeres  con  fallo  de
implantación  (Antinori  et  al.,  1996a,b), pacientes  con  edad
materna  avanzada  (Montag  y  Van  der  ven,  1999)  y  criotrans-
ferencias  (Ng  et al.,  2008).

Los  primeros  estudios  publicados  utilizando  láser  en  pre-
embriones  de  ratón  demuestran  el aumento  en  las  tasas
de  implantación  (Tadir  et  al.,  1991;  Khalifa  et  al.,  1992;
Germond  et  al.,  1995). Schiewe  et  al.,  1995  demostraron
con  sus  experimentos  en  ratones  que  la tasa  blastocisto
se  incrementaba  en un  57%  en  los  preembriones  en  los  que  se
realizaba  LAH  frente  a  los  que  no  se realizaba  (32%).  Las
tasas  de  implantación  no  se vieron  afectadas  por  la realiza-
ción  de  la eclosión  asistida  mediante  láser.

En  pre-embriones  humanos  Strohmer  y  Feichtinger,  1992
fueron  unos  de  los  pioneros  en desarrollar  la  técnica  LAH
total,  obteniendo  tasas de  gestación  del 40%  vs  16,2%  per-
teneciente  al  grupo  control  en  pacientes  con fallos  previos
de  implantación.

Inicialmente  este  estudio  estaba  diseñado para  realizar
LAH  total  a los  preembriones  con creación  de  agujero  per-
forando  la  zona  pelúcida  preembrionaria,  pero  debido  a  los
estudios  publicados  de  LAHA  (Antinori  et al.,  1996a;  Baruffi
et  al.,  2000,  Petersen  et  al.,  2002;  Ghobara  et  al.,  2006)  se
tomó  la  decisión  de  realizar  afinamiento  de  la  zona pelú-
cida  a  los  preembriones  antes  de  ser transferidos  al  útero
materno.

El  objetivo  del  presente  estudio  fue  valorar  de  una  forma
retrospectiva  la  efectividad  del LAHA  en  función  de las
tasas  de  gestación,  implantación  y  aborto  en  mujeres  de
38-39  años  y mayores  de  39  años  en  ciclos  de  FIV/ICSI.

Material y métodos

Pacientes

El  presente  estudio retrospectivo  fue  realizado  desde  marzo
de  2006  hasta  diciembre  de  2012  en  el  IVI  Murcia.

Se  seleccionaron  154  pacientes  de  la base  de  datos  clí-
nica  (fig.  1)  que  cumplían  los criterios  de  selección  cuyos
preembriones  habían  sido  sometidos  a LAH  (grupo  A:  LAHA).

154  No-LAHA 154 LAHA 

308 ciclos FIV/ICSI ≥  38 años 

96

38-39 años  

58

≥ 40 años  

109

38-39 años  

45

≥ 40 años  

Figura  1 Grupos  de  estudio  no-LAHA  vs LAHA  y  edad.

Se  seleccionó  un total  de 154  pacientes  mediante  un  mues-
treo  aleatorio  sobre  892  pacientes  que  cumplían  los  criterios
de  selección,  pero  cuyos  preembriones  no  habían  sido  some-
tidos  a  LAH (grupo  B:  no  LAHA)  para  el  grupo  control.

A  su  vez,  estos  2 grupos  se subdividieron  en  grupos  por
edades:

-  Pacientes  con 38  y  39  años,  a  cuyos  preembriones  no  se
les  realizó  el  LAHA: no  LAHA  38  y 39 años.

-  Pacientes  que  tienen  38  y  39  años, pero  a los que  sí  se les
realizó  LAHA:  LAHA  38  y  39  años.

-  Pacientes  con  edad  mayor  o igual  a  40  años  sin  LAHA:  no
LAHA  ≥  40  años.

-  Pacientes  con edad  mayor  o  igual  a  40  años  con  LAHA:
LAHA  ≥  40  años.

El estudio fue  aprobado  por  el  Comité  Ético  de  Investiga-
ción  Científica  del  Hospital  General  Universitario  José  María
Morales  Meseguer  de Murcia.

A cada  uno  de  los  preembriones  a  transferir  en  el  día 3 de
desarrollo  se le  realizó  un  afinamiento  de la  zona  pelúcida
usando  el  sistema  OCTAX  Laser  Shot  (MTG-OCTAX,  Alemania)
cuando  les correspondía  el  LAHA.

Los  grupos  fueron  homogéneos  en  cuanto  a  edad,  etio-
logía,  calidad  preembrionaria  y  número  de preembriones
transferidos/ciclo  (tabla  1).

Las pacientes  fueron  estimuladas  de acuerdo  a varios
protocolos  de estimulación,  comúnmente  utilizados  en  tra-
tamientos  de  reproducción  asistida  (Escudero  et  al.,  2004;
García-Velasco  et  al.,  2011).

Cuando  al  menos  2  folículos  alcanzaron  un diáme-
tro  > 17  mm se administró  la HCG Ovitrelle  (Merck  Serono,
Londres,  Reino  Unido)  y 36 h  más  tarde,  las  pacientes  se
sometieron  a la  aspiración  folicular  para  la  obtención  de los
ovocitos.

El  día 1  de desarrollo  preembrionario  se valoró  la  fecun-
dación.  Los  cigotos  correctamente  fecundados  se cambiaron
a  microgotas  de medio  de cultivo  Global (LGGG,  Life
Global,  Conneticut,  EE.  UU.),  suplementado  con 10%  LG  Pro-
tein  Supplement  (LGPS,  Life  Global,  Conneticut,  EE.  UU.)
cubiertas  con aceite  Paraffin  Oil  P.G. (LGPO-500,  Life  Glo-
bal  Connecticut,  EE.  UU.)  en placas  Falcon  351008  (EMB,
Barcelona,  España)  previamente  equilibradas  desde  el  día
anterior.

A  las  48  h post  FIV/ICSI  los  pre-embriones  fueron  valo-
rados  según  el  número  de  células,  el  porcentaje  de
fragmentación,  la  simetría,  las  vacuolas,  la multinucleación,
siguiendo  la clasificación  de ASEBIR  (Asociación  Española de
Biología  de la  Reproducción,  2007),  tanto  en día 2 como  en
día  3  de desarrollo  preembrionario.

El grupo  control,  no  LAHA,  consta  de  257 preembriones
y  255 preembriones  pertenecían  al  grupo  LAHA.

En  día  3 de desarrollo  preembrionario  los  preembriones
fueron  valorados  y  seleccionados  para  hacer la  transferencia
preembrionaria,  siguiendo  la  clasificación  preembrionaria
de ASEBIR.  Los preembriones  sobrantes  de  buena  calidad
fueron  congelados  o vitrificados  ese  mismo día.  Los  preem-
briones  no aptos  para  ser criopreservados  en  el  día 3  fueron
cultivados  hasta  día  el  5-6  de desarrollo,  siendo  criopreser-
vados  dependiendo  de  su  morfología.
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Tabla  1  Características  generales:  edad,  etiología  y  calidad  preembrionaria

No  LAHA  No LAHA  LAHA  LAHA

Ciclos  109  45  96  58

Edad de  las pacientes  38-39  40-41-42  38-39  40-41-42

Etiología

Masculina  (%)  52  (47,8)  15  (33,3)  50  (52,0)  23  (39,7)
Femenina (%)  24  (22,0)  14  (31,1)  38  (39,6)  12  (20,7)
Masculina  y  femenina  (%)  20  (18,3)  12  (26,7)  6  (6,3) 17  (29,3)
Idiopática  (%)  13  (11,9)  4 (8,9)  2  (2,1) 6  (10,3)

Calidad preembrionaria

Tipo  A  (%) 152  (79,2) 35  (47,9) 105(64,4)  50  (50,0)
Tipo B  (%) 20  (10,4) 25  (34,3) 32  (19,6) 32  (32,0)
Tipo C  (%)  20  (10,4)  13  (17,8)  26  (16,0)  18  (18,0)
Media preembriones  transferidos  1,60  1,70  1,77  1,70

Técnica  de  láser assisted  hatching  afinamiento

Los preembriones  seleccionados  para  LAHA  fueron  tras-
ladados  al  microscopio  invertido  Eclipse  TE  300  (Nikon
Instrument,  NY,  EE.  UU.),  con una  óptica de  Hoffman,  pro-
visto  de  una  placa  calefactora  Linkan  THN  60-10  (Alemania),
al  cual  ha  sido  adaptado  el  sistema  OCTAX  Laser  Shot  (MTG-
OCTAX,  Alemania)  (fig. 2).

Utilizando  el  objetivo  de  40  × se  realiza  el  afinamiento
de  la  zona  pelúcida  con un  tiempo  de  exposición  entre  1,5-
1,9  ms,  y  7-9  disparos  consecutivos  coincidiendo  con  un 25%
del  total  de  la  zona pelúcida  preembrionaria  desde  la posi-
ción  inicial  a  las  12:00  horarias  hasta  las  3:00  (Mantoudis
et  al.,  2001;  Ghobara  et  al.,  2006)  (fig.  3).

Llegado  el  momento  de  la transferencia,  los  pre-
embriones  de  día  3  seleccionados  para  la  misma  fue-
ron  cargados  en el  catéter  de  transferencia  (Wallace
1816N,  Wallace  Catheter,  Smith-Medical,  Brisbane,  Austra-
lia).  Todas  las  transferencias  se realizaron  bajo  control
ecográfico.

Ninguno  de  los  preembriones  seleccionados  para  criopre-
servación  fueron  sometidos  a LAHA.

Figura  2 Preembrión  antes  de  LAHA.

Figura  3  Preembrión  post LAHA,  señalado  con  flechas.

Catorce  días  después  de  la  transferencia  se  realizó  la
determinación  de BHCG  en suero,  considerando  positivo
cuando  fue  superior  a 25  IU.

Transcurridos  10  días  tras la  BHCG  positiva  se practicó
una  ecografía  vaginal  para  valorar  la  presencia  saco  y latido
cardíaco  fetal.

La  implantación  fue  calculada  como  la ratio  de sacos  ges-
tacionales  determinados  por  ultrasonido  en relación  con  el
número  total  de preembriones  transferidos.

El  aborto  fue  definido  como  una  pérdida  del embarazo
durante  las  primeras  12  semanas  de gestación,  detectado
previamente  por  ultrasonido.

Resultados

La  tabla  2  resume  los  resultados  totales  del  estudio  retros-
pectivo  de tasas  de  gestación,  implantación,  aborto,  recién
nacido  vivo  (RNV)  y  gestaciones  gemelares  de las  308  pacien-
tes  que  se sometieron  a ciclos  FIV/ICSI  con  38  años  o  más
con  y sin  LAHA.

En  estos  resultados  globales  no  se encuentran  diferencias
estadísticamente  significativas,  pero  se  observa  que  en  la
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Tabla  2  Resultados  globales  de  No  LAHA  y  LAHA  en  mujeres  ≥  38  años

No LAHA  LAHA  Valor  de p  Odds  ratio  IC

Ciclos  154 154
T. gestación  29,9%

46/154
37,7%
58/154

0,185  0,706  (0,426-1,164)

T. implantación
Sacos/preembriones

19,6%
52/265

27,1%
71/262

0,051  0,661  (0,429-1,012)

T. aborto  26,1%
12/46

31,0%
18/58

0.665  0,786  (0,299-2,011)

RNV 23,3%
36/154

31,8%
49/154

0,126  0,655  (0,382-1,115)

Gestación  gemelar 6,5%
3/46

15,5%
9/58

0,219 0,383 (0,063-1,665)

Media  de  preembriones
transferidos

1,72  1,71

Tabla  3  Resultados  por  grupos  de  pacientes  con  38  y  39  años  no LAHA  y  LAHA

No LAHA  LAHA  Valor  de  p  Odds  ratio  IC

Ciclos  109  96
T. gestación  32,1%

35/109
46,9%
45/96

0,033*  0,538  (0,292-0,983)

T. implantaciónSacos/preembriones  20,8%
40/192

35,0%
57/163

0,004*  0,490  (0,296-0,808)

T. aborto  20,0%
7/35

26,7%
12/45

0,600  0,691  (0,201-2,216)

RNV 26,7%
29/109

42,7%
41/96

0,018*  0,488  (0,259-0,910)

Gestación  gemelar  5,7%
2/35

17,7%
8/45

0,173  0,284  (0,028-1,567)

Media de  preembriones  transferidos  1,77  1,70

* p < 0,05.

tasa  de  implantación  hay  una  tendencia  a favor  del grupo
de  LAHA.

La  tabla  3  refleja  los  resultados  de  las  pacientes  que
pertenecen  al grupo  de  edad  de  38 y  39  años  sin  y con  LAHA.

Cuando  comparamos  los resultados  obtenidos  en  cuanto
a  tasas  de  embarazo  e  implantación  entre  los grupos  LAHA
38-39  años  y no  LAHA, se  observan  diferencias  significati-
vas  (46,9%  vs  32,1%,  p  =  0,033;  IC  95%  [0,292-0,983]),  [35,0%
vs  20,8%,  p = 0,004;  IC  95%  [0,296-0,808])  a favor  del  grupo
LAHA  38-39.

Se  observó  el  mismo fenómeno  cuando  se compararon  las
tasas  de  RNV  entre  los  2 grupos  (42,7%  vs  26,7%,  p = 0,018;
IC  95%  [0,259-0,910])

Cuando  se refiere  a las  tasas  de  aborto  en estos  2 grupos
de  pacientes  no  se  encontraron  diferencias  estadísticamente
significativas.

Los  resultados  de  las pacientes  mayores  o  iguales  a
40  años  sin  LAHA  y con  LAHA  se muestran  en la  tabla  4,  siendo
similares  en  tasas  de  gestación,  implantación  y aborto
siendo:  24,4%,  16,4%  y  45,4%  vs  22,4%,  14,0%  y  46,2%  res-
pectivamente.

Al  analizar  la tasa  de  embarazo  gemelar  no  se encontra-
ron  diferencias  significativas  entre  los grupos  LAHA  38  y 39
(17,7%)  y  no  LAHA  (5,7%).

Discusión

El diseño del  estudio  fue  creado  para  analizar  si  las  tasas  de
gestación/implantación  aumentaban  en las  mujeres  que  se
sometían  a ciclos  de  FIV/ICSI  con edad  avanzada,  cuando
se  realizaba  LAHA  a los  preembriones  transferidos.

Para  precisar  los  resultados  decidimos  dividir  el  grupo
global  en  38 y 39  años  con y  sin LAHA,  llamando  la atención
el  aumento  de  las  tasas  de gestación  y  de implantación  con
LAHA  en el  grupo  de pacientes.

Este  estudio  es original  frente  a otros  estudios  realizados,
puesto  que  los diferentes  autores  aportan  datos  globales
en  2  grupos  analizados,  mientras  que  en  este  estudio  se
analizan  los  resultados  en 2  grupos  de edades  a  partir  de
38  años,  observando  una  mejora  en  los  resultados  de gesta-
ción  e  implantación  en  el  grupo  38-39  años cuando  la  técnica
LAHA  era aplicada.

En  la  actualidad  existen  muchos  estudios  refiriéndose  a
la  técnica  de AH en fallos  de implantación  (Magli et  al.,
1998;  Primi  et  al.,  2004)  y  preembriones  criopreservados
(Gabrielsen  et al.,  2006;  Ng  et al.,  2008).

Los  estudios  encontrados  dentro  del  grupo  de  38  años
o  más,  al  igual  que  con las  otras  indicaciones  anterio-
res,  refieren  diferentes  modalidades  empleadas  para  la
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Tabla  4  Resultados  por  grupos  de  pacientes  con  40  y  más  años  no LAHA  y  LAHA

No  LAHA  LAHA  Valor  de p  Odds  ratio  IC

Ciclos  45  58
T. gestación  24,4%

11/45
22,4%
13/58

0,819  1,119  (0,400-3,090)

T. implantaciónSacos/preembriones  16,4%
12/73

14,0%
14/100

0,672  1,207  (0,474-3,034)

T. aborto  45,4%
5/11

46,2%
6/13

1,000  0,973  (0,146-6,395)

RNV 15,5%
7/45

13,8%
8/58

1,000  1,150  (0,324-3,992)

Gestación gemelar 9,1%
1/11

7,7%
1/13

1,000 1,191 (0,014-101,85)

Media  de  preembrionestransferidos  1,60  1,70

realización  del AH  con diversos  resultados  en tasas  de  ges-
tación  e  implantación.  Cohen  et al.,  en  1992,  demostraron
que  cuando  la  edad  media  de  las  pacientes  tratadas era
de  36,7  ± 3,7  años  (edad  materna  avanzada),  tanto  la tasa
de  gestación  como  de  implantación  eran  significativamente
superiores  en  el  grupo  de  pacientes  en las  que  los  preem-
briones  transferidos  fueron  sometidos  a AH  con ácido  tyrode,
64,0%  vs  48,0%,  25,0%  vs  18,0%.  Schoolcraft  et al.,  1994
reportan  un aumento  en  las  tasas  de  implantación  de 33,0%
en  el  grupo  AH  frente  al  6,5%  en  el  grupo  no  AH.  Estos  mismos
investigadores  publican  en 1995  estudios  realizados  a  muje-
res  de  40  años  o  más,  un aumento  en  las  tasas  de  gestación
(58,0%  en  el  grupo  AH  tyrode vs  21,0%  del  grupo  no  AH).  Stein
et  al.,  1995  estudiaron  86  pacientes  mayores  de  38  años,  de
las  cuales  los  preembriones  de  46  pacientes  fueron  tratados
con  PZD  y 43  correspondían  al  grupo  control,  demostrando
un  aumento  significativo  en  las  tasas  de  gestación  (23,9%  en
el  grupo  AH, frente  7,0%  en el  grupo  no  AH).  Las  tasas  de  ges-
tación  reportadas  en  1998  por Magli  et  al.,  en  pacientes  con
edades  de  38  años o  más  son  del  14,3%  en  el  grupo  AH  con
tyrode  y  10,0%  sin  aplicar  la  técnica,  siendo  comparables  los
resultados.  Por  otro  lado,  Edirisinghe  et  al.,  1999 publican
que  cuando  se  utiliza  la  técnica  PZD no  se incrementan  las
tasas  de  gestación/implantación  en el  grupo  de  mujeres que
tienen  38  años  o  más.  Sin  embargo,  estudios  descritos  por
Horng  et  al.,  2002  no  observan  ningún  efecto  positivo  cuando
la  técnica  LAH  total  es aplicada  a  40  pacientes,  puesto
que  las  tasas  de  gestación  son similares  que  cuando  no  se
aplica  la  técnica  a  80  pacientes  mayores  de  37  años  (17,5%
vs  16,3%).  Dos  estudios  prospectivos  aleatorizados  tampoco
encontraron  incremento  en  las  tasas  de  gestación  e  implan-
tación  en  pacientes  que  pertenecían  a  grupos  de  edades  de
37  años  o  más  (Primi  et  al.,  2004;  Frydman  et al.,  2006).

La  publicación  de  Hsieh  et  al.,  2002  refleja  la  eficiencia
de  la  técnica  en  mujeres  de  edad  avanzada,  pero  haciendo
una  comparación  de  LAH total  vs  tyrode,  consiguiendo  tasas
de  gestación/implantación  más  altas  en  LAH que en  el  grupo
de  metodología  química:  31,8%/8,2%  vs  16,1%,  3,8%.

En  la  bibliografía  consultada  se han  encontrado  5  estudios
donde  se realiza  LAHA  a  mujeres  entre  34  y  40  años.

Antinori  reporta  las  ventajas  del láser  por  afinamiento  a
preembriones  cuyo  grosor  de  la  zona  pelúcida  era  mayor
de  12  �m,  aumentado  de  forma  significativa  las  tasas  de
implantación  en  preembriones  de  D2  de  desarrollo  en

200  pacientes  de  34  años  o más  con  indicación  de  fallo de
implantación  (12,2,  LAHA  vs  7,3%  no  LAHA)  y 232 pacientes
en  un  primer  intento  de técnicas  de reproducción  asistida
(11,8  LAHA  vs  7,1% no  LAHA)  (Antinori  et  al.,  1996a,b).

Baruffi et al.,  2000  valoran  el  papel  de la  técnica  en
pacientes  menores  de 37  años  en  un  estudio  aleatorizado,
obteniendo  33,3%  de  tasa  de  gestación  en  el  grupo de LAHA
comparado  con el  grupo  control  ----40,3%----, concluyendo
que  esta  técnica  no  beneficiaba  a este  grupo  de pacientes.
De  igual  forma,  en  un análisis  retrospectivo  realizado  por
Petersen  et  al.,  2002  se observa  que  en pacientes  de edad
avanzada  no  se incrementan  los  resultados  de gestación,
implantación  con este tipo  de técnica  en 100 pacien-
tes.  La  tasa  de embarazo/implantación  (16,0%  vs  7,0%)  de
50  pacientes  que  pertenecían  al  grupo  LAH  no  era  significa-
tiva  frente  a  50  pacientes  que  pertenecían  al  grupo  no  LAHA
(22,0%  vs  8,2%).

El  objetivo  de Ghobara  et  al.,  2006  fue  investigar  si exis-
tía  un cambio  en los resultados  de gestación  e  implantación
en  la  forma  de realizar  la  técnica  de LAH,  total  o por  afi-
namiento,  concluyendo  que  LAHA  está  asociado  con  tasas
altas  de  gestación  e implantación  en  pacientes  menores  y
mayores  de 38  años.  Ng  et al.  (2008)  y Kutlu  et  al. (2010)
no  encontraron  en  sus estudios  un  impacto  positivo  en las
tasas  de gestación  e  implantación  en  pacientes  menores  y
mayores  de  35  años  con  LAHA.

Se  considera  edad  avanzada  cuando  la  paciente  tiene
38  años  o  más,  pero  según  las  publicaciones  hay  mucha
incongruencia  en  resultados,  tanto  en  edad  como  en  meto-
dología.

Recientemente  se ha demostrado  en  una  publicación  del
Sistema  Nacional  de Vigilancia  en  TRA (NASS)  de  Estados  Uni-
dos,  en  el  período  2000-2010,  el  incremento  del  uso  del  AH
de forma  significativa  en  embriones  de  D3  (de  50,7%  a  56,3%)
y  en  D5  (de  15,9%  al  22,8%).  En  pacientes  con edad  materna
avanzada  el  incremento  ha sido de un  3,0%  (Kissin  et  al.,
2014). Los  datos  globales  de recién  nacido  vivo  con  trans-
ferencias  en  D3  con  AH  son 28,3%  frente  al  grupo de  no  AH
36,5%,  y  en  transfer  en  D5, 36,9%  con  AH  y sin  AH 47,5%.  En
el  grupo  de  38  años  o  2 ciclos  previos  de TRA  son de 20,7%
vs  24,1%  en  D3  y  28,6%  vs  34,9%  en  D5.

También  observan  un incremento  en  tasas  de aborto  en
el  grupo  de AH frente al  no  AH 18,9%  vs  13,5%  en D3  y en
D5: 16,2%  vs  12,3%.
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Aunque  este  estudio  observacional  es  limitado  por datos
incompletos,  no  se  encuentra  una relación  del assisted  hat-

ching  con una  mejora  de  las  tasas  de  embarazos  y  RNV  en
ciclos  de  ovocitos  propios  en TRA.  Los  autores  proponen  rea-
lizar  estudios  prospectivos  para  identificar  a las  pacientes
que  se  puedan  beneficiar  de  esta técnica.

En  nuestro  estudio  la  tasa  de RNV  (42,7%  vs  26,7%,
p  = 0,018,  IC  95%  [0,259-0,910])  es más  alta  en el  grupo  de
LAHA  38  y 39,  40  años  que  en  el  grupo  no LAHA  38  y 39
años  con  p  < 0,05,  demostrando  la eficiencia  y seguridad  de
la  técnica  LAHA.

Los  nacimientos  gemelares  monocigóticos  se confirman
cuando  se observa  ecográficamente  en un  saco  amniótico
2  fetos  (monoamniótico-monocoriónico),  o  2 sacos  separa-
dos  (diamniótico-monocoriónico)  (Alikani  et  al.,  1994).

La  incidencia  de  gemelos  monocigóticos  sin estimulacio-
nes  ováricas  está alrededor  de  0,4-0,45%  (Derom  et  al.,
1987),  mientras  que  los  datos  de  gemelos  monocigóticos  tras
TRA  son  del  2,3%  (Blickstein  et  al.,  2003).

En  el  contexto  de  TRA existe un gran  debate alrededor  del
incremento  de  la tasa  de  gemelaridad  monocigótica.  Se han
sugerido  factores  como  condiciones  de  cultivo,  malforma-
ción  o  endurecimiento  de  la  zona pelúcida  preembrionaria,
cavitación  múltiple  del blastocisto,  manipulaciones  in  vitro

del  gameto  femenino  y el  orificio  creado  de  forma  artifi-
cial  en  la  zona  pelúcida  (Cohen  et  al.,  1990), edad  materna
avanzada,  estimulación  ovárica,  manipulación  de  la  zona
pelúcida,  efectos  de  la  temperatura  y el  cultivo  in  vitro

(Aston  et  al.,  2008).
La  revisión  realizada  por  Aston  señala  estudios  que  indi-

can  el  incremento  del  riesgo  de  gemelos  monocigóticos:
desde  1,2%  hasta  5,9%.  De  la  misma  manera  encuentra  varios
estudios  donde  demuestra  que  no  existe  una asociación
entre  la  manipulación  de  la  zona  pelúcida  y el  incremento
de  gemelos  monocigóticos.

Las  condiciones  de  cultivo  subóptimas  que  conducen  a
una  división  de  la masa  celular  interna  por una  apoptosis
selectiva,  o  por  un colapso  del  blastocele  en preembriones
in  vitro, ha  sido propuesto  como  mecanismo  que  contribuye
al  incremento  de  gemelos  monocigóticos  en transferencias
de  preembriones  en  estado  de  blastocisto  (Aston  et al.,
2008).

Los  resultados  en  nuestro estudio  de  los  RNV  gemelares
en  el grupo  LAHA  38  y 39  años  es de  17,7%  vs  5,7%  no  LAHA
38  y 39  años.  Es  más  del doble  en  el  grupo  LAHA  38  y  39,  pero
hacemos  hincapié  en que  ninguna  gestación  fue  gemelar
monocigótica,  y  tomando  como  referencia  la transferencia
de  máximo  de  2  preembriones  por  paciente.

Con  estos  datos  de  gestaciones  gemelares  y  no  monoci-
góticas  no estamos  implementando  el  efecto  negativo  de
LAHA  como  refieren  las  publicaciones  de  Cohen  et  al.,  1990
y  Hershlag  et  al.,  1999.

Los  primeros  estudios  en  la  utilización  del láser  en
gametos  y  preembriones,  con estudios  previos  en  ratones,
demuestran  el  aumento  en las  tasas  de  implantación  (Tadir
et  al.,  1991;  Khalifa  et  al.,  1992;  Germond  et  al.,  1995).

El  uso  del láser  es una  técnica  no  traumática  para  los
preembriones  humanos,  referenciado  en  el  estudio  de
Antinori  et  al.,  1996a,b,  donde  forma  3  grupos  de  pacientes
mayores  de  36  años, diferenciados  en un  primer  grupo con
preembriones  tratados  y  no  tratados  con  LAHA, un  segundo
grupo  con solo  preembriones  tratados  y un tercer  grupo  con

preembriones  no  tratados,  siendo  este  el  grupo  control.  En
este  estudio  evidenció  la  efectividad  de la técnica  con  los
siguientes  resultados  de  gestación:  36,4%,  44,4%  y  19,3%
respectivamente.

El  LAH  es  una  técnica  que  evita  la  toxicidad  que  se puede
producir  con el  uso del  ácido  tyrode.  Es una  técnica  segura,
no  produce  anormalidades  genéticas  y más  aún  si  se realiza
no  de una  manera  total,  sino  parcial,  se evita  la posibilidad
de  pérdida  de blastómeros  durante  la  transferencia  (Antinori
et  al.,  1996a,b).

El  impacto  positivo  que  ha tenido  la  aplicación  del
láser  es apoyado  por varios  autores  (Germond  et al.,  1995;
Balaban  et al.,  2002)  y también  al existir  en  los  últimos  años
diversas  modalidades  del assisted  hatching, como  hatching

total,  parcial  o afinamiento  de la  zona  pelúcida  (Ebner  et  al.,
2005).

La  utilización  del láser  de diodo  de  1,48  �m  es una  buena
herramienta  para  ser empleada  en ciclos  de FIV/ICSI  por  su
rapidez,  simplicidad,  seguridad  y  apoyado  por nacimientos
de niños  sanos  después  de  su aplicación  (Ebner  et  al.,  2005).

The  Practice  Committee  of  the Society  for  Assisted
Reproductive  Technology  (2014)  publica  que  no  hay  sufi-
cientes  datos  que  evidencien  el  efecto  positivo  del  AH en
RNV. Refiere  que  hay  un  leve aumento  en  pacientes  de  peor
pronóstico  reproductivo  con  transferencias  preembrionarias
más  AH.  Observan  que  el  AH  está  asociado  con el  riesgo  de
gemelos  monocigóticos,  pero  no  existe  una  evidencia  sufi-
ciente.

Concluye  que  el  AH  no  se recomienda  como  una  técnica
de rutina  para  todas  las  pacientes  que  se sometan  a  TRA,
sino  en casos  de peor  pronóstico  reproductivo.

Conclusiones

En  conclusión,  este  estudio  sugiere  que  el  LAHA  en  pacientes
entre  38  y 39  años  mejora  las  tasas  de  gestación,  implan-
tación  y RNV sano  gracias  al  desarrollo  de este  láser,  que
desde  hace  décadas  se usa  de  forma  rutinaria  en  todos  los
casos  de biopsia  pre-embrionaria  para  diagnóstico  genético
preimplantacional  (DGP),  mejorando  considerablemente  los
resultados  y  aumentado  la  seguridad  de la  técnica.

Las  pacientes  de 40  años  o  más  no  se  benefician  de  esta
técnica  probablemente  debido a  la  mayor  presencia  de ano-
malías  cromosómicas.

Responsabilidades éticas

Protección  de personas  y animales.  Los  autores  declaran
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tos en  seres humanos  ni  en  animales.

Confidencialidad  de los  datos.  Los  autores  declaran  que
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Derecho  a la  privacidad  y consentimiento  informado.  Los
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pacientes.
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