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RESUMEN

Actualmente se dispone de una técnica para mejorar la eficacia de los
tratamientos de fecundacion in vitro. Esta técnica, denominada eclo-
sion asistida, se va incorporando a los laboratorios de reproduccion
asistida con el dnimo de mejorar las tasas de implantacién. Sin embar-
g0, los diferentes métodos utilizados, los distintos criterios de selec-
cién de pacientes y embriones, el reducido ntimero de casos incluidos
en los estudios, y el escaso nimero de embridlogos entrenados en es-
tos procedimientos, dificultan la valoracién de los resultados entre los
distintos grupos, lo que es necesario para establecer el beneficio ver-
dadero de esta técnica. Por ello, con este trabajo, se pretende describir
y valorar su utilidad a la luz de los conocimientos existentes aportan-

do, al mismo tiempo, nuestra experiencia personal.

Palabras clave: Eclosion asistida. Eliminacion de fragmentos. Elimi-

nacion de células lisadas. Acido de Tyrode.

ABSTRACT
Assessment of an assisted hatching technique

At the moment, we have a procedure to improve
the effectiveness of in vitro fertilisation treatment.
This procedure, called assisted hatching, is being
included in assisted fertilisation laboratories to
improve implantation rates. However, the diffe-
rent methods used, the different patient and
embryo selection criteria, the low number of cases
included in studies and the low number of embr-
yologists trained in these procedures makes it dif-
ficult to assess the results between the different
groups, which is essential to establish the real be-
nefits of this technique. For this reason, in this ar-
ticle we attempt to describe and assess the useful-
ness in the light of the existing knowledge along
with our personal experience.

Key words: Assisted hatching. Fragments disposal.
Lysed blastomeres disposal. Tyrode’s acid.

INTRODUCCION

La eclosion asistida (EA) es una téenica que se utiliza
en los laboratorios de reproduccién asistida con el
animo de mejorar los resultados en los procesos de fe-
cundacion in vitro. La EA consiste en crear, de mane-
ra artificial, un orificio en la zona pelacida del em-
brién, para facilitar el proceso natural de eclosién.
Cohen et al'? fueron los primeros en desarrollar esta
técnica al observar que los embriones a los que habfan
realizado la diseccién parcial de la zona pelacida, an-
tes de ser transferidos al Gtero materno, tenfan unas
tasas de implantacion mds altas que aquellos a los que
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no se les habia realizado. Desde entonces se han ido
definiendo una serie de indicaciones que a continua-
cién se enumeran y detallan.

INDICACIONES

Edad

La tasa de implantacién desciende progresivamente a
partir de los 37 anos haciéndose mds evidente mds alld
de los 40 anos. El proceso de envejecimiento ovarico
favorece el aumento de alteraciones cromosémicas en
el ovocito®* que pueden llegar a afectar la habilidad
del embrién para eclosionar in vivo e implantar®. Di-
versos autores recomiendan la EA como técnica para
mejorar la tasa de implantacién en pacientes = 35
afios®. Sin embargo, otros investigadores no encontra-



ron una tasa de implantacién mayor cuando se aplicd
la técnica en mujeres = 37 aflos con menos de 3 fa-
llos de implantacién’.

Aumento de la hormona foliculo estimulante basal
sérica

A pesar de las mejoras constantes en los protocolos de
estimulacion, sigue habiendo bajas tasas de implanta-
cién en pacientes que tienen elevada la hormona foli-
culo estimulante (FSH) en el dia 3 del ciclo. Esta si-
tuacién puede afectar tanto al ambiente endocrino,
paracrino y autocrino del foliculo como a la zona pe-
licida del ovocito, comprometiendo posteriormente
su desarrollo®. Las pacientes que presentan valores sé-
ricos basales elevados de FSH parecen tener una ma-
yor tasa de gestacién tras la EA°.

Fallos de implantacion

Cuando una paciente ha tenido 2 fracasos de implan-
tacién, cualquiera que sea su edad, algunos autores
consideran la EA como técnica de ayuda para intentos
posteriores, pues favorece la implantacién més tem-
prana del embrién en desarrollo al permitir una sin-
cronfa mds adecuada entre el embrién y el endome-
triot?.

Zona pelucida engrosada (fig. 1)

El grosor de la zona pelacida varfa durante el desarro-
llo embrionario, y a partir de las primeras divisiones
celulares se adelgaza hasta hacerse una fina capa du-
rante el estadio de blastocisto. El fallo en el proceso
de adelgazamiento puede impedir la implantacién del
embrién!!. Se ha propuesto el uso sistemitico de la
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EA cuando el grosor de la zona pelacida es > 15 um
para facilitar el proceso natural de eclosién al dismi-
nuir las necesidades metabdlicas del embrién para rea-
lizar dicho proceso!?. Otros autores sugieren que la
técnica mejora de manera importante las tasas de im-
plantacién en mujeres anosas con zonas pelacidas en-
grosadas, pero no asi en mujeres jovenes!s. También
se ha observado un efecto perjudicial en la tasa de
embarazo cuando se aplica la técnica en embriones
con zonas pelacidas < 13 pm!2.

Fragmentacion excesiva (fig. 2)

Los fragmentos celulares son porciones de citoplasma
carentes de nucleo™ y rodeados de membrana. La
mayoria de los fragmentos se forman durante la mito-
sis, durante las 2 primeras divisiones celulares, y su
presencia parece ser comun en los embriones huma-
nos'®, aunque se desconoce la sefal extrinseca o in-
trinseca que los genera. Aun asi, se piensa que cuanto
mayor es el grado de fragmentacién menor es la capa-
cidad del embrién para realizar una adecuada divisién
celular’®. Por tanto, los embriones que muestran me-
nos cantidad de fragmentos se consideran mdis com-
petentes desde el punto de vista del desarrollo y se les
da prioridad para la transferencial”-!8,

El potencial de implantacién de los embriones frag-
mentados no sélo se determina por el grado de frag-
mentacion sino también por su tamano y distribuciéon
dentro del embrién. Se sugiere la EA, con elimina-
cién de los fragmentos, como medio para restablecer
la capacidad de desarrollo en embriones con més del
25% de fragmentos, independientemente de su tama-
fo y distribucién. Con su uso, se restablece la rela-
cién espacial de los blastébmeros, el contacto entre las
células y los planos normales de divisién del embrién,

Figura 1. Embrién en dia 3 de desarrollo en el cual se observa la
zona peltcida con un grosor > 15 pm.

Figura 2. Presencia de fragmentos de diferente tamaio distribui-
dos en todo el embrién.
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dando lugar a la formacién de blastocistos de mejor
prondstico'® a la luz de los conocimientos actuales
acerca de diferentes tipos de uniones celulares en las
células centrales y en la periferia. Sin embargo, otros
piensan que cualquier embrién fragmentado no lo-
grard restablecer su capacidad de desarrollo aunque se
aspiren dichos fragmentos, ya que ciertos patrones de
fragmentacion pueden estar relacionados con la pérdi-
da parcial o total de proteinas reguladoras necesarias
para el desarrollo del embri6n®.

Criotransferencia

Las tasas de embarazo e implantaciéon en transferen-
cias de embriones criocongelados son habitualmente
bajas comparadas con las de embriones en fresco. El
endurecimiento de la zona pelacida?! junto con la pre-
sencia de blastébmeras lisadas tras el proceso de conge-
lacién y descongelacion llega a comprometer la viabili-
dad embrionaria (fig. 3). Mediante la EA se consigue
restablecer la capacidad de desarrollo e implantaciéon
en estos embriones una vez descongelados??2%,

En un estudio prospectivo realizado por nuestro
equipo?® se evalud la eficacia de esta técnica en em-
briones en dia 3 de desarrollo descongelados, elimi-
nando el material degenerado y transfiriendo dnica-
mente 2 embriones para evitar el embarazo multiple.
En todos los embriones transferidos se consiguio eli-
minar la mayor parte de los fragmentos dejando como
maximo un 10% en su interior. Los resultados dieron
unas tasas de embarazo e implantacién por transferen-
cia del 42,8 y del 21,4%, respectivamente, siendo és-
tas muy superiores a los resultados obtenidos en el l-
timo Registro Nacional de Centros efectuado por la
Sociedad Espaiola de Fertilidad, que reflejan una tasa
de embarazo global por transferencia del 25,3%2”.

Figura 3. Lisis celular en un embrién descongelado. La célula da-
nada presenta un aspecto picndtico.

64  Rev Int Androl. 2008;6(1):62-6

Sin embargo, hay autores que no encuentran nin-
gun beneficio con el uso sistematico de la técnica al
no encontrar diferencias significativas en las tasas de
embarazo, embarazo multiple ¢ implantacién al com-
parar los resultados con un grupo control®®. Estos re-
sultados podrian deberse a que no eliminan el mate-
rial lisado de los embriones descongelados, pudiendo
afectar posteriormente a la degeneracion secundaria
de células sanas adyacentes.

ASPECTOS TECNICOS

En la bibliografia hay descritos varios métodos para la
realizacién de la EA (mecénicos, quimicos, con liser)
e incluso para el adelgazamiento de la zona
peltcida®. Los laboratorios que utilizan estas técni-
cas, usan uno u otro método dependiendo de la expe-
riencia del embridlogo que lo realiza y la disponibili-
dad técnica. En cualquier caso, el proceso requiere
mucho cuidado en su ejecuciéon para que no se pro-
duzca la lisis de alguna de las células del embrién y
reste posibilidades de éxito. Ademas, se ha valorado si
la EA provocaba algin efecto perjudicial en los em-
briones y se ha demostrado que la técnica no sélo au-
menta la tasa de implantacién sino que ademdis no
afecta en la tasa de anomalias cromosémicas en los
nacidos vivos®.

En un estudio prospectivo y aleatorizado®® que
comparaba los métodos mecédnicos y el laser dio como
resultado una tasa de implantacién significativamente
mds alta en el grupo del liser, ademas de una tasa de
embarazo a término mayor, aunque no significativa.
Puede que el método mecanico, aunque facil de eje-
cutar, no de muy buenos resultados debido a que el
pequeiio orificio que se crea por la aguja de diseccion
produzca la posterior estrangulacién del blastocisto
cuando intenta eclosionar!. Otro método mecénico,
con resultados prometedores es el piezomicromanipu-
lador, que consiste en un sistema de vibracién de alta
frecuencia que adelgaza o rompe la zona pelacida. Sin
embargo, su inconveniente principal es que al igual
que el ldser es un método costoso?!.

En otro estudio también prospectivo y aleatoriza-
do*? donde se evalu6 el método quimico con 4cido de
Tyrode y el laser en el desarrollo del blastocisto, am-
bos métodos dieron un resultado similar al no encon-
trar diferencias significativas en la proporcién de blas-
tocistos obtenidos. El método quimico, aunque
requiere entrenamiento previo, tiene la ventaja de es-
tar al alcance de cualquier laboratorio®?, pero hay que
tener cuidado con el icido pues se corre el riesgo de
que un volumen excesivo daiie alguna célula de los
embriones. Por otro lado, el ldser endurece el drea de



la zona peltGcida expuesta®* pudiendo dificultar la
posterior aspiraciéon de los fragmentos. Sin embargo,
las ventajas de utilizar el laser frente al acido de Tyro-
de son la velocidad y la precisién en su ejecucion, no
es téxico y puede que se constituya como método de
eleccién al reducir la experiencia técnica necesaria
para llevarla a cabo. En otras palabras, puede estan-
darizar una técnica que actualmente no estd normali-
zada.

En la bibliografia tampoco hay datos que nos su-
giera el dia adecuado para realizar la EA. De hecho, la
mayoria de los centros la realiza instantes antes de
efectuar la transferencia, es decir, en dia 3 de desarro-
llo embrionario. A nuestro juicio, al realizar la técnica
en el dia 2 de cultivo, se corre el riesgo de que pueda
salir alguna célula, al no estar todavia establecida en
este estadio la adhesién celular. Y por otro lado, si se
efectia en el dia 5 o 6 de cultivo, se puede danar al-
guna célula cercana a la zona pelicida del blastocisto,
comprometiendo su desarrollo.

Varios estudios relacionan el tamaiio del orificio en
la zona peltcida con el incremento de la frecuencia de
gemelos monocigdticos®*3¢, por lo que se aconseja no
realizar aberturas muy pequenias que puedan causar la
herniacién del blastocisto. Tampoco son recomenda-
bles las aberturas muy grandes ya que se corre el ries-
go de la salida de algin blastbmero que comprometa
la capacidad de desarrollo del embrién.

Atln no estd claro si la eliminacién de fragmentos y
células lisadas permite restablecer la capacidad de de-
sarrollo de los embriones de peor pronéstico. Posible-
mente, la experiencia del embridlogo que la lleva a
cabo es esencial ya que no ejecutarla con extremo cui-
dado puede dafiar alguna de las células sanas del em-
brién.

VALORACION ACTUAL

En un estudio multicéntrico, prospectivo y aleatoriza-
do¥, donde se valord la eficacia de la téenica, no se
encontré ningan beneficio en ninguna de las indica-
ciones anteriormente descritas, pero se llegd a la con-
clusion de que serfa necesario fortalecer los criterios
de seleccién de los pacientes para evaluar la eficacia de
la técnica.

Por otro lado, en un metaanalisis®® donde se exami-
no6 si la EA mejoraba las tasas de embarazo y nino na-
cido sano, y si favorecia el embarazo mdaltiple y el
aborto, se llegd a la conclusiéon de que aunque la téc-
nica mejoraba significativamente las probabilidades de
embarazo clinico y la tasa de nifo nacido sano, no
hay suficientes evidencias para recomendar la EA
como técnica de rutina. También se observd que la
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técnica no incrementa la tasa de embarazo madltiple.

Actualmente, debido a los diferentes métodos utili-
zados, los distintos criterios de seleccién de pacientes
y embriones, el reducido niimero de casos incluidos
en los estudios, y el escaso nimero de embriblogos
entrenados en este procedimiento, resulta muy dificil
valorar los resultados entre los distintos grupos. Seria
necesario estandarizar la metodologia y los criterios
de inclusién para establecer el beneficio verdadero de
esta técnica.
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