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RESUMEN

Introduccion. Una de las etapas fundamentales en los procedimientos de
reproduccion asistida de alta complejidad es la de la aspiracion folicular, por la
via transvaginal bajo guia ecogréfica, procedimiento seguro, poco invasivo, con
pocas complicaciones y rapida recuperacion postoperatoria. Considerando las
drogas empleadas en esta técnica, estudios en fertilizacion in vitro en animales
y humanos no han revelado efectos deletéreos con el uso de fentanilo y
midazolam. En cambio, el empleo de propofol como anestésico es un tema de
debate y controversia. Objetivo. Evaluar si la disminucién de la dosis y tiempo
de exposicién al propofol afecta la calidad embrionaria y las tasas de embarazo
en el procedimiento de ICSI (Inyeccidbn Intracitoplasmatica de
Espermatozoides), sin alterar la calidad anestésica. Diseino. Estudio clinico
prospectivo, randomizado, doble ciego. Materiales y Métodos. Se incluyeron
231 pacientes a las que se les realiz6 anestesia con propofol para la aspiracién
folicular, las cuales fueron randomizadas en 2 grupos. Grupo A: Recibieron
Midazolam 0,015 mg/kg endovenoso (EV), Fentanilo 1 ug/kg EV y Propofol 2
mg/kg EV (Altas dosis de propofol), y Grupo B: Midazolam 0,05 mg/kg EV,
Fentanilo 1,5 ug/kg EV y Propofol 1,5 mg/kg EV (Bajas dosis de propofol). A
continuacion, se realizé el mantenimiento con bolos intermitentes de propofol
segun necesidad a una dosis promedio de 0,5 mg/kg a 0,75 mg/kg EV para
ambos grupos. Se evaluaron efectos hemodindmicos (tension arterial sistélica,
diastdlica y media), respiratorios (saturacion de oxigeno y frecuencia
respiratoria) y neurologicos (somnolencia) antes, durante y después de la
anestesia y la calidad de la misma. Se analizaron los efectos sobre los ovocitos,
desarrollo embrionario y tasa de embarazo. Resultados. Los grupos fueron
homogéneos en aspectos demograficos e indicacion del ICSI y no se hallaron
diferencias significativas en los patrones hemodindmicos. El tiempo transcurrido

entre la administracion del propofol y la aspiracién del primer foliculo fue
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significativamente menor en el grupo de baja dosis. También lo fue la dosis
media de propofol empleada (grupo A: 212,6 mg = 69,4 y grupo B: 191,7 +
71,7). La calidad anestésica fue muy satisfactoria en ambos grupos. La media
de ovocitos metafase Il (MIl) y la calidad embrionaria fue similar en ambos
grupos. La tasa de embarazo clinico en el grupo A fue de 17% y en el grupo B
de 38%, diferencia que fue estadisticamente significativa. Conclusién. Los
mencionados resultados permiten concluir que el uso de propofol a bajas dosis
podria considerarse para su uso rutinario en el procedimiento de ICSI ya que
no genera repercusiones a nivel hemodinamico y respiratorio ni afecta las
calidades anestésica, analgésica y embrionaria, con la consiguiente menor
exposicidon del ovocito a este agente anestésico; observandose un efecto

positivo sobre el éxito reproductivo al aumentar las tasas de embarazo clinico.

Palabras clave. Propofol / dosis de propofol/ puncién folicular / ovocito /

fertilizacion in vitro / embarazo.
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SUMMARY

Introduction. One of the fundamental stages in the procedures of
assisted reproduction of high complexity is that of follicular aspiration, by the
transvaginal route under ultrasound guidance, safe procedure, less invasive,
fewer complications and rapid postoperative recovery. Considering the drugs
used in this technique, in vitro fertilization studies in animals and humans have
not revealed deleterious effects with the use of fentanyl and midazolam. On the
other hand, the use of propofol as an anesthetic is a subject of debate and
controversy. Objective. To assess whether decreasing the dose and time of
exposure to propofol affects embryo quality and pregnancy rates in the ICSI
(Intracytosplasmic Sperm Injection) procedure, without altering anaesthetic
quality. Design. Prospective, randomized, double-blind clinical study. Materials
and methods. We included 231 patients who underwent anesthesia with
propofol for follicular aspiration, which were randomized into 2 groups. Group A:
Midazolam 0.015 mg / kg intravenous (1V), Fentanyl 1 ug / kg IV and Propofol 2
mg / kg IV (High doses of propofol), and Group B: Midazolam 0.05 mg / kg IV,
Fentanyl 1.5 ug / kg IV and Propofol 1,5 mg/ kg IV (Low doses of propofol).
Next, maintenance was performed with intermittent boluses of propofol as
needed at an average dose of 0.5 mg / kg to 0.75 mg / kg IV for both groups.
Hemodynamic effects (systolic, diastolic and mean blood pressure), respiratory
(oxygen saturation and respiratory rate) and neurological (sleepiness) effects
before, during and after anesthesia and its quality were evaluated. The effects
on oocytes, embryonic development and pregnancy rate were analyzed.
Results The groups were homogeneous in demographic aspects and ICSI
indication and no significant differences were found in the hemodynamic

patterns. The time between propofol administration and first follicle was
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significantly shorter in the low-dose group. So was the mean dose of propofol
used (group A: 212.6 mg + 69.4 and group B 191.7 + 71.7). The anesthetic
quality was very satisfactory in both groups. Mean MIl oocytes and embryo
quality were similar in both groups. The clinical pregnancy rate in group A was
17% and in group B 38%, which was significant. Conclusion. These results
conclude that the use of low dose propofol could be considered for routine use
in the ICSI procedure since it does not generate repercussions at hemodynamic
and respiratory levels, doesn’t affect the anaesthetic, analgesic or embryo
quality, with the consecuent lower exposure of the oocyte to this anaesthetic
agent; with a positive effect on reproductive success by increasing clinical
pregnancy rates.

Keywords. Propofol / dose of propofol / follicular puncture / oocyte / in vitro
fertilization / pregnancy.
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INTRODUCCION

Desde el primer bebé nacido en 1978, Louise Brown, por tratamiento de
reproduccion asistida de alta complejidad, han surgido grandes controversias en
ambitos cientificos, éticos y psicoldgicos en torno al empleo de esta técnica (1).

Con un estimado de 15 a 20 nacidos vivos a través de estos tratamientos en
todo el mundo en el ano 1981, estos procedimientos se han incrementado
notablemente a los largo de los afios. Sobre un total de 208.604 ciclos de
tratamiento de fertilizacion asistida realizados en 2014 en Estados Unidos
solamente resultaron 70.354 nacidos vivos (1). Las tasas de embarazo
reportadas por la Red Latinoamericana de Reproduccién Asistida (Red LARA)
qgue involucra a quince paises de Latinoamérica, reportd para el mismo ano
38.086 ciclos de tratamientos de fertilizacion asistida (29.935 de ICSI), con
7.265 nacidos vivos. Solamente en Argentina para el afo 2014 se reportaron
9.083 ciclos de fertilizacion asistida (2) (Tabla ).

El procedimiento de reproduccién asistida de alta complejidad consta de
varias etapas. Una de ellas es la estimulacion ovarica controlada que tiene
como objetivo inducir el desarrollo de mdltiples foliculos y de éstos, obtener
ovocitos maduros capaces de ser fertilizados, generar embriones para ser
transferidos al Gtero materno y lograr su implantacion con el consiguiente
embarazo evolutivo (3). Para ello se pueden utilizar protocolos de estimulacion
ovarica con agonistas o antagonistas de la hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH) asociados a gonadotrofinas urinarias o recombinantes. La mujer inicia
el tercer dia del ciclo menstrual la colocacién de las mismas en forma de
inyecciones subcutaneas en la regidbn abdominal. EI objetivo es el

reclutamiento, seleccion y crecimiento folicular (Figura 1).
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Tabla I. Registro del numero de ciclos de reproduccidn asistida de alta
complejidad durante el afio 2014. Incluye paises que forman parte de la Red

Latinoamericana de Reproduccién Asistida.

Pais Ndmero de FIV/ICSIa Flve ICSIe
Clinicas
24 9.083 954 7.215
3 430 221 195
54 16.474 878 14.473
9 2111 124 1.792
11 1.196 357 753
6 663 181 398
1 103 60 42
31 4.862 1.390 3.205
1 98 17 68
1 239 0 196
1 75 37 25
7 1.286 443 755
1 30 11 19
2 317 30 238
7 1.119 385 561
159 38.086 5.088 29.935
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Referencias. Numero de clinicas: total de clinicas presentes en cada pais que realizan
tratamientos de reproduccién asistida de alta complejidad.

FIV/ICSIa: nimero de ciclos iniciados de reproduccion asistida: Fertilizacion In vitro (FIV) e
Inyeccién Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI).

FIVe: tratamientos de FIV realizados en cada pais durante el afio 2014, con recuperacion de
ovocitos en nimero = 1 ovocito maduro.

ICSIb: tratamientos de ICSI realizados en cada pais durante el ano 2014, con recuperacién de

ovocitos en nimero = 1 ovocito maduro.

Al cabo de 8 a 10 dias promedio de estimulacion ovérica, ante la presencia

de foliculos en desarrollo con un tamafno que supere los 17 milimetros, se
induce la maduracién ovocitaria con gonadotrofina coriénica humana urinaria o
recombinante (hCG); a las 34-36 horas se procede a la aspiracion folicular bajo
sedoanalgesia profunda (cuidados anestésicos monitorizados (CAM)), por via
transvaginal, y la obtencién de ovocitos (4-5). La técnica de aspiracion folicular
via transvaginal ofrece las siguientes ventajas: la distancia hasta los foliculos es
corta lo que facilita su localizacién; no se produce dafo en la piel; no requiere
hospitalizacién; se necesita poco personal para llevarla a cabo; el aprendizaje
es rapido y relativamente sencillo y es menos costosa que otras técnicas (5).
El equipo necesario para la puncién folicular es un equipo de ecografia con
sonda transvaginal y una bomba de vacio que proporciona presiéon negativa de
120 a 140 mmHg. La misma, va conectada a un tubo de polietileno por medio
de un catéter de teflon de 50 cm, adaptado a una canula que acaba en un tapdn
de silicona que cierra el tubo. Otra cénula insertada en el tapdn sirve para
conectar otro tubo flexible de teflon con la aguja de puncién. La aguja de
puncion que se utiliza mide aproximadamente 35 cm y 17G con bisel, y debe
estar fija al transductor ecografico por medio de una guia de puncién (Figura
2A).

Una vez en el laboratorio, la calidad de los ovocitos aspirados se evalla en

base al aspecto de las células del cimulus (corona radiada).
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En los tratamientos de fertilizacién asistida, el gameto femenino (ovocito)
juega un papel crucial en el desarrollo y competencia embrionaria. La calidad
ovocitaria esta influenciada por el genoma nuclear y mitocondrial ademas del
microambiente ovarico y del foliculo preovulatorio, que influyen en la
transcripcién y maduracion ovocitaria (6).

La maduracién citoplasmatica y nuclear del ovocito son condiciones
necesarias para una buena y exitosa fertilizacién. Un ovocito maduro ideal es
aquel que presenta apariencia citoplasmatica normal, un cuerpo polar unico y
una zona pellucida normal en cuanto a su espesor y espacio perivitelino (7)
(Figura 2B).

La presencia del primer cuerpo polar es normalmente considerada como
marcador de maduracién nuclear ovocitaria. Sin embargo, la evaluacion de
maduracidn citoplasmatica ovocitaria aun no esta definida con criterios estrictos.
Para ello se evaluan ciertas caracteristicas morfolégicas normales previa
remociébn de la corona radiada como ser: ausencia de vacuolas

intracitoplasmaticas y granularidad citoplasmatica normal.

Figura 1- A- Colocacion de hormonas en forma de inyecciones subcutaneas en abdomen.

B- Imagen donde se observa el ovario con mditiples foliculos en crecimiento.

MMZ

13



Figura 2- A- Procedimiento de aspiracion folicular por via transvaginal bajo sedoanalgesia.

B- Ovocito maduro desnudo previo a ser inyectado con la técnica de ICSI.

La calidad ovocitaria también depende de los protocolos de estimulacion
ovarica controlada empleados. Evidencias clinicas sugieren que la excesiva
estimulaciéon ovarica, puede provocar efectos perjudiciales en la calidad
ovocitaria (8-10).

Si se reduce la duracién y la intensidad de la intervencion farmacologica
(dosis de gonadotrofinas utilizadas para la estimulacion ovarica), se favorece
una seleccion mas natural de los foliculos y una mejoria en la calidad ovocitaria,
atribuidas quizds a una segregacion cromosémica mas fisiolégica durante la
meiosis ovocitaria (11).

También se ha visto que la calidad ovocitaria puede verse afectada por
alteraciones en la vascularizacion perifolicular, lo que puede inducir defectos
citoplasmaticos ovocitarios, tasa de fertilizaciébn reducida y embriones con
multinucleacion de sus blastomeras (12-14).

Los ovocitos maduros o en Metafase Il (Mll) quedan bloqueados en esta
etapa de la divisibn meiotica. Luego de la entrada espermatica, se reactiva y
completa la segunda division meiotica. En estadio MIl, los cromosomas estan

alineados en la region ecuatorial del huso meidtico. Sus microtubulos son
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responsables de la segregacion cromosomica y éstos, son altamente sensibles
a cambios fisicos y quimicos (15-19). Otro factor que puede afectar la estructura
de los microtubulos del huso meiébtico es la edad materna avanzada (19).

La inyeccidn intracitoplasmética de espermatozoides o ICSI (del inglés
Intracytoplasmic Sperm Injection) es una técnica de reproduccion asistida de
alta complejidad que consiste en la fecundacién de ovocitos MII por inyeccién
de espermatozoides previamente capacitados (Figura 3A).

Luego de la fusién espermatozoide-ovocito y la activacion ovocitaria, se
conforman los pronucleos femenino y masculino con su gradual migracion a la
posicion central del ovocito y la extrusién del segundo cuerpo polar. Asi queda
constituido el cigoto u ovocito bipronucleado; su denominacién se debe a la
presencia de los pronucleos materno y paterno (20). Por lo tanto, a las 16-18
horas postinyeccién, se evalla la fertilizacién normal (presencia de ovocitos
bipronucleados) (Figura 3B).

Aproximadamente doce horas después de la visualizacién de los pronucleos
va a ocurrir la primera division celular también denominada clivaje. El embrién
parece actuar en forma autdbnoma, dirigido por un reloj interno denominado ciclo
celular. Este ciclo esta regulado en tres puntos: en el periodo de inicio, llamado
G1 (ocurre la sintesis y transcripcion del ARN), en el periodo S (sintesis de
ADN) y en el periodo M (mitosis) (21-22). Por lo tanto, el cigoto va a dividirse en
dos células llamadas blastomeras y cada una de ellas se dividird a su vez
siguiendo el mismo mecanismo de division celular. Asi, a las 48 horas de vida
se puede observar un embridon de dos a cuatro blastomeras, también llamado
embrion en Dia+2 y luego de seis a ocho blastémeras, a las 72 horas embrion
en Dia+3 (5) (Figura 4).

MMZ
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Figura 3- A- Procedimiento de ICSI, Se observa la penetracion de la pipeta hasta el centro del
ovocito donde el espermatozoide es expulsado hacia el interior del citoplasma ovocitario.

B- Cigoto u ovocito bipronucleado con dos cuerpos polares. Modificado de Palermo GP y col.
Textbook of Assisted Reproductive technologies. Laboratory and clinical perspectives. 5"
edition.2018.

Figura 4- A- Embrion de dos blastémeras a las 48 horas. B- Embridn de cuatro blastémeras
generados por ICSI, a las 48 horas. Se observan blastémeras simétricas; fue transferido y logro
implantacién embrionaria. C- Embrion de 8 blastémeras simétricas, a las 72 horas de desarrollo.
Modificado de Palermo GP y col. Textbook of Assisted Reproductive technologies. Laboratory
and clinical perspectives. 5™ edition.2018.
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La seleccion de embriones humanos con alto poder de implantacion es de
fundamental importancia en los procedimientos de fertilizacién asistida. La
evaluacion morfolégica, con el empleo de microscopia éptica, sigue siendo un
método de rutina para evaluar la calidad embrionaria. Existen muchos sistemas
de clasificacién embrionaria a nivel mundial (Giorgetti, Veeck, Fisch, de Placido,
Baczkowski, Rienzi, Torell6, Holte), basados en la morfologia embrionaria (23-
30). Estos sistemas de clasificacion se basan en la evaluacién del nimero de
blastdmeras y el grado de fragmentacion que se entiende como la extrusion de
componentes citoplasmaticos anucleares derivados de las blastémeras al
dividirse, y se realiza a las 48-72 horas (Figura 5).

Figura 5- Embrion de 6 blastomeras con 30-40% de fragmentacion, generado por ICSI.
Modificado de Palermo GP y col. Textbook of Assisted Reproductive technologies. Laboratory
and clinical perspectives. 5™ edition.2018.

Se ha demostrado que un alto grado de fragmentacion embrionaria se
correlaciona negativamente en las tasas de implantacion y tasas de embarazo
(31-32).
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La transferencia se realiza entre el 2° o0 3° dia segun la calidad embrionaria.
Se efectta ademas suplementacion de “fase lutea” en la mujer, con
progesterona micronizada 600 mg/dia desde el dia de la aspiracion folicular.
Este esquema se mantiene los primeros 14 dias postransferencia, momento en
el cual se realiza un dosaje de hCG sanguineo como prueba de embarazo. En
caso de obtener un resultado positivo, se solicita a las dos semanas ecografia
transvaginal para valorar vitalidad embrionaria con latidos cardiacos positivos
(lo que evidencia embarazo clinico evolutivo) (4-5). El soporte de fase litea se
continla hasta las 12 semanas de gestacion.

Una de las etapas fundamentales en los procedimientos de reproduccién
asistida de alta complejidad es la de la aspiracién folicular. El reemplazo de la
aspiracion folicular via laparoscopica por la via transvaginal (bajo guia
ecografica), ha permitido que este procedimiento sea para la paciente menos
invasivo, seguro, con menos complicaciones y con rapida recuperacion
postoperatoria (33-39).

Este es un procedimiento de corta duracién y puede realizarse bajo
sedoanalgesia (CAM), anestesia local (bloqueo paracervical) o anestesia
general. Debido a sus propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas
(profundidad anestésica, rapida recuperacion, ausencia de efectos residuales y
funcién antiemética), la combinacién de propofol (2,6-diisopropylphenol) con
fentanilo y midazolam es la estrategia mas utilizada en los programas de
fertilizacion asistida de alta complejidad (40-47).

Se ha visto que los agentes anestésicos empleados en estos
procedimientos, son detectados en el liquido folicular y se ha sugerido que
estas drogas podrian tener efectos adversos en la fertilizacion y/o en el
desarrollo embrionario, dando como consecuencia, menores tasas de embarazo
(48). Otros estudios no han demostrado alteraciones en los resultados de ICSI
con el empleo de opioides, como el fentanilo y remifentanilo (49). Por
ejemplo, Bruce y cols. encontraron que el empleo de fentanilo no afecta la tasa
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de fertilizacion, ni la divisién celular (50). Shapira y cols., reportaron baja
acumulacién y concentracion de alfentanilo en el liquido folicular (51).

Midazolam es la benzodiacepina mayormente empleada en los
procedimientos de fertilizacion asistida. Aunque se puede encontrar una minima
cantidad de esta droga en el liquido folicular, no se ha demostrado que ejerza
efectos deletéreos sobre los ovocitos (52). Swanson y Leavitt, describen que la
administracién de midazolam en fase preovulatoria a ratones, no altera la
fertilizacion ni el desarrollo embrionario (tanto in vivo como en procedimientos in
vitro), aun con el empleo de dosis 500 veces mayores a las empleadas
clinicamente (53).

Propofol es un anestésico intravenoso sin relacién quimica con otros

anestésicos conocidos, con menores efectos excitatorios. EI mismo es un
agente altamente lipofilico, que posee un rapido inicio de accion (30 a 60
segundos) y corta duracién (3 a 10 minutos) debido a la rapida penetracion de
la barrera hematoencefélica y distribucién en el sistema nervioso central (SNC)
(Vida "2 a:
4,8 minutos). Ademas, se metaboliza rapidamente (30 a 40 minutos; Vida 2 B:
200 minutos), por lo cual es empleado en la induccién y mantenimiento de la
anestesia (en infusién continua o bolos intermitentes) (24, 41, 42, 54-56). La
dosis estandar para induccién en el adulto son de 2 a 2,5 mg/kg y la de
mantenimiento de 6 a 12 mg/kg/hora, y esta ultima varia en funcién del empleo
de otras drogas asociadas. El metabolismo es hepatico y en otros tejidos
(principalmente pulmonar) y su excrecion es renal (43-47,54-57).

El mecanismo de accién del propofol es poco conocido como ocurre con la
mayoria de los anestésicos. En diferentes publicaciones se refieren a inhibicién
de la neurotransmisidén excitatoria polisinaptica a nivel cerebral y medular, lo
cual estaria mediado por bloqueo del receptor N-methyl-D-aspartato (NMDA) y
potenciacion de la accidn inhibitoria del acido gamma-aminobutirico (GABA),
interaccionando con un sitio alostérico para anestésicos generales en el

receptor GABA, y facilitando asi la apertura del canal de CI'. Sus reacciones
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adversas medicamentosas son apnea corta (menor a 60 segundos), bradicardia
central, disminucidén de tensién arterial sistolica en 10 a 15% y diastdlica en
menor cuantia, tromboflebitis en venas pequenas y depresion del SNC asociado
a otros depresores del mismo. Es muy empleado en procedimientos
ambulatorios incluyendo la recuperacion ovocitaria debido al control rapido y
facil de la profundidad anestésica, a la rapida recuperacién (efecto acumulativo
minimo), a la ausencia de efectos residuales anestésicos y a su accion
antiemética demostrada por accién sobre receptores serotoninérgicos (41-
43,57-68).

Como se ha explicado anteriormente, de las tres drogas antes mencionadas
que se combinan para la anestesia en estos pacientes, tanto el midazolam
como el fentanilo no han mostrado efectos deletéreos, ni en animales ni en
humanos, en estudios de fertilizacién in vitro (69-71).

Con respecto al propofol, existen estudios en animales que muestran una
significativa reducciéon de la tasa de maduraciéon ovocitaria, incremento de la
activacion partenogenética (desarrollo de un embrién a partir de un gameto
femenino sin contribucion del gameto masculino, donde se produce la
reactivacién de la meiosis del ovocito sin la fusion espermatica) (72-73).
Ademas, un impacto negativo en la tasa de fertilizacién y una disminucién del
clivaje embrionario cuando se incubaron ovocitos en medios con dosis altas de
este anestésico (74). Otros estudios no muestran efectos deletéreos de esta
droga cuando se emplea en procedimientos de fertilizacion in vitro (75).

En humanos se ha demostrado que el uso del propofol durante la anestesia
resulta en un significativo aumento de este agente en el fluido folicular, por lo
que se ha propuesto que su utilizacion en los procedimientos de reproduccion
asistida de alta complejidad podria provocar efectos dafninos sobre los ovocitos
y, en consecuencia, disminuiria las probabilidades de embarazo. Sin embargo
esto podria evitarse con la modificacion de la dosis y el tiempo de exposicion
del propofol administrado (75-77).
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HIPOTESIS

El empleo de menores dosis y menor tiempo de exposicién a propofol en

procedimientos de fertilizacién asistida de alta complejidad podria mejorar la

fertilizacion ovocitaria y el desarrollo embrionario y con ello, aumentar las tasas

de embarazo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la disminucion de la dosis y tiempo de exposicion al propofol

afecta la calidad embrionaria y las tasas de embarazo en el procedimiento de

ICSI, sin alterar la calidad anestésica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

MMZ

Evaluar en pacientes tratadas con dos protocolos diferentes de
administracién de propofol, los siguientes parametros reproductivos:
nuamero de ovocitos MIl recuperados, tasa de fertilizacion ovocitaria,
calidad embrionaria y tasa de embarazo clinico.

Cuantificar la incidencia de abortos espontaneos y embarazos ectépicos.
Valorar clinicamente los efectos hemodindmicos y respiratorios en el
perioperatorio  inmediato, y los efectos toxicos sistémicos
cardiovasculares y neurolégicos en el per y postoperatorio inmediato,

segun las dosis de las drogas anestésicas empleadas.
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« Cuantificar la incidencia de reacciones adversas por el empleo de las
drogas utilizadas.

« Evaluar la calidad y eficacia de la anestesia y analgesia.

MATERIALES Y METODOS

Para la evaluacion del presente estudio se siguieron los lineamientos de la
declaracién de Helsinki (Finlandia) de la Asociacién Médica Mundial (1964);
revisada y enmendada por la 642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil, 2013
(78).

El protocolo fue aprobado por el Comité Institucional de Etica de la
Investigacién en Salud (CIEIS) del Hospital Universitario de Maternidad y
Neonatologia de la ciudad de Coérdoba y se realizé6 en el Centro Médico
Nascentis: Especialistas en Fertilidad, (Montevideo 539, Guemes, Cordoba) con

autorizacién del mismo para su desarrollo.

a. Poblacion

Se estudiaron 231 pacientes randomizadas a doble ciego divididas en dos
grupos: Grupo A: propofol a dosis standard (n= 106) y Grupo B: propofol a
dosis reducida (n=125).

Criterios de Exclusion: se excluyeron de este trabajo los siguientes
pacientes:

e Menores de 18 afnos y mayores de 35 anos.

» Pacientes con intolerancia a las drogas empleadas en este estudio.

» Pacientes tratadas con opiaceos y/o otros depresores del SNC por via

sistémica.
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» Pacientes con cualquier otra patologia que imposibilitara la correcta
valoracion de los efectos clinicos y de las reacciones adversas de los
anestésicos.

e« Pacientes con menos de 4 ovocitos recuperados durante el
procedimiento de aspiracion folicular.

Criterios de inclusion: todas las pacientes candidatas a ICSI que no

estuvieran englobadas dentro de los criterios de exclusién.

Se evaluaron los datos demograficos y antropométricos y la indicacion de

ICSI: factor androlégico, factor tubario, ovarico, esterilidad sin causa aparente
(ESCA) y endometriosis.

b. Metodologia
Estudio de investigacion clinica estadistico-prospectivo, abierto a doble ciego;

con incorporacion de pacientes al azar. La misma fue realizada por una tercera
persona que sorted el método de anestesia (eleccién de un sobre cerrado
dentro del cual se hallaba una letra: A correspondiente a dosis convencional de
propofol o B correspondiente a bajas dosis de propofol).

Se obtuvo el consentimiento informado de la paciente con firma de testigo
previa explicacién de la técnica a implementar.

Estimulacion ovarica: todas las pacientes recibieron tratamiento de
estimulacién ovérica para lograr la obtencion de multiples foliculos. La
estimulacién ovérica controlada consisti6 en el empleo de: gonadotrofinas
recombinantes FSHr (Gonal F™) colocadas durante tres dias, seguidas de
gonadotrofinas urinarias FSH + LH (Menopur™) a dosis de 225 -300 Ul/dia. El
empleo de gonadotrofinas se da con el objetivo de reclutar, seleccionar foliculos
y estimular el crecimiento de un numero mayor de foliculos. La administracion
de un antagonista de hormona liberadora de gonadotrofina: Cetrorelix
(Cetrotide™) 0,25 mg/diario, subcutdneo, se inici6 al sexto dia de la
estimulacién ovarica o ante foliculos con tamafo = 14 mm. El objetivo de su

administracién fue evitar el pico prematuro de LH que puede inducir una
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ovulacion prematura, asi como un ascenso preovulatorio de progesterona con
un consecuente efecto deletéreo para el ovocito, embrion y/o endometrio. La
administracién de gonadotrofinas y del antagonista de GnRH fue discontinuada
el dia de la administracion de hCG. La gonadotrofina coriénica humana
recombinante (Ovidrel™) se administrd con el objetivo de inducir la maduracion
final de los ovocitos. Luego de 36 horas de la inyeccién de hCG se realizé el
procedimiento de aspiracion folicular por via transvaginal. Se empled para la
aspiracion folicular un set de aspiracion con aguja de 17 Gauge (ART of CCD
needle de Laboratoire CCD, France).

En ambos grupos, las drogas y dosis utilizadas para la induccion anestésica
fueron:

Premedicacion antiemética: Metoclopramida 10 mg (EV)

Grupo A: Midazolam 0,015 mg/kg (EV), Fentanilo 1 ug/kg (EV) y Propofol 2
mg/kg (EV).
Grupo B: Midazolam 0,05 mg/kg (EV), Fentanilo 1,5 ug/kg (EV) y Propofol 1,5
mg/kg (EV).

A continuacién, se realiz6 el mantenimiento con bolos intermitentes de

propofol segun necesidad a una dosis promedio de 0,5 mg/kg a 0,75 mg/kg EV.

Requisitos preoperatorios

A todas las pacientes incluidas en el estudio se les realizé una evaluacion
clinico-anestésica completa previa al acto operatorio y con prequirdrgico
completo, segun normas del Centro Médico. Se abordé una vena del antebrazo
con canula 20 G para infusion de soluciones parenterales y via accesible en
sala. Ingresaron a quiréfano con la medicacién previa antiemética. Se valoraron
los signos vitales (SV): frecuencia cardiaca (FC); tension arterial sistélica (TAS);
diastélica (TAD) y media (TAM) mediante monitoreo automatico no invasivo,
frecuencia respiratoria (FR); saturacion de O, por pulsioximetria (SATO,) y

monitoreo cardiaco intraoperatorio por cardioscopia.
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Procedimiento anestésico

A continuacion se realizé la administracién de midazolam y fentanilo y se
esperaron 3 minutos. En el grupo A, al cabo de ese tiempo, se administrd
propofol hasta las dosis establecidas y a continuacién se posicioné la paciente
en litotomia y se dio lugar a la antisepsia y aspiracion folicular. En el grupo B,
en cambio, se posicion6 a la paciente en litotomia, antisepsia genital y la

administracidn de propofol se realiz6 previa a la aspiracion folicular.

Control intraoperatorio

Se controlaron los SV al inicio del procedimiento, a los 10 minutos y al
finalizar el procedimiento.

Se administré O, a flujo medio (6 a 8 litros/minuto) con mascara facial
transparente 'y bolsa reservorio, mientras la paciente ventilaba
espontaneamente.

Se realizd6 carga de Ketorolac (Dolten™) 60 mg EV como analgesia
perioperatoria al iniciar puncién folicular del segundo ovario. Al finalizar la
intervencién se administr6 cefazolina 1 gr EV como antibiético-profilaxis.

Se determinaron los tiempos desde la primera inyeccion de propofol hasta la
aspiracion del primer y ultimo foliculo. Ademas, se determiné la dosis total de
propofol administrado por grupo en mg.

Se evaluaron tiempos quirargicos (tiempo comprendido desde la aspiracidon
del primer al ultimo foliculo) y anestésicos (tiempo desde la administracion del
propofol hasta el despertar de la paciente), actividad ventilatoria, hemodinamia,
y estado neuroldgico.

Se evalué la hemodinamia de la paciente mediante: FC, TAS, TAD, FR,
SATOg, y nivel de conciencia, utilizandose cardioscopio, tensiometro automatico
no invasivo y pulsioximetria. Se considerd bradicardia al descenso de FC por
debajo de 60 por minuto (excepto deportista y/o vagotonica que fue de 50 por
minuto) e hipotension, al descenso de TAS a valores inferiores a 100 mmHg o
al 30% de las cifras basales.
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Se registré la presencia e incidencia de reacciones adversas a los farmacos y
a la técnica (incluyendo sintomas neurolégicos transitorios) durante el

intraoperatorio y postoperatorio, hasta los 14 dias del procedimiento.

Control postoperatorio

Desde la salida del quiréfano y con la paciente en la sala de recuperacion, se
evaluaron los estados cardiovascular, neurolégico, respiratorio, analgesia segun
Escala Visual Analoga (EVA) de 0 al 10 donde 0 es nada de dolor y 10 es el
peor dolor posible y Escala de Aldrete Ambulatorio, con venoclisis (ver tabla
anexo)(40,54).

Los niveles de satisfaccion que valoran la calidad anestésica se evaluaron a
través de una escala de Likert que constd de 5 cinco niveles: muy insatisfecho,
insatisfecho, indeciso, satisfecho, muy satisfecho.

Las pacientes se recuperaron en sala de recuperaciéon con control de sus SV
cada 15 min. Se realizé analgesia de rescate postoperatoria si la paciente
referia EVA superior de 3, con morfina 3 mg EV titulable.

Luego, a los 45 minutos, se realiz6 tolerancia oral con infusion de té
endulzado.

El alta médica se realiz6 en 2 horas, con una escala de Aldrete ambulatorio

igual o superior a 18 sobre un puntaje total de 20 (40).

Proceso de obtencion y lavado de ovocitos

Tras la puncién folicular que se realiz6 en el quiréfano, se trasladaron los
tubos de puncion con el liquido folicular al laboratorio de embriologia. Una vez
alli, se verti6 el liquido folicular sobre placas de Petri precalentadas, buscando
los ovocitos mediante inspeccidn directa a través de estereomicroscopio—lupa
con el objetivo de menor aumento. Una vez localizado cada uno de los ovocitos,
se recogio el mismo y se lo colocé en placa de Petri. Al concluir la puncién, se
limpiaron los ovocitos con la ayuda de agujas y jeringas de tuberculina, quitando
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el material oscuro de los cumulos y los restos de sangre. Una vez limpios, se

llevaron los ovocitos a placas de cultivo.

Sistema de cultivo

La colecta de los ovocitos se realizé en medio HTF Modificado suplementado
al 10% con suero sintético sustituto (Irvine Scientific®). El cultivo de ovocitos y
preembriones se realiz6 individualmente en gotas de 25 ul de medio SSM
suplementado al 10% con suero sintético sustituto, bajo aceite para cultivo

embrionario (Irvine Scientific®) en placas Falcon 3001, a 37°C y 5%COs..

Preparacion del semen e inseminacion

Durante el momento de la aspiracién folicular, se recolecté una muestra
fresca de semen que se proces6 por la técnica de gradientes de densidad con
Isolate (Irvine Scientific®).

Se efectud la remocién del cumulus del ovocito con hialuronidasa (lrvine
Scientific®) entre tres y cuatro horas luego de la aspiracion folicular. Los
ovocitos MIl se inyectaron a continuacién, con un Unico espermatozoide y, 16 a
18 horas después, se evalu6 la presencia de dos pronucleos y dos cuerpos

polares.

Fertilizacion y desarrollo embrionario

Se analizaron el nimero de ovocitos recuperados, ovocitos MIl, tasa de
fertilizacién normal (nUmero de ovocitos con presencia de dos pronucleos y dos
cuerpos polares / el nimero total de ovocitos inyectados).

La calidad embrionaria se evalué a las 48 y 72 horas del clivaje embrionario
y se tomé en cuenta el numero de células y porcentaje de fragmentacion (79-
80).

Se disefid un indice o score de calidad embrionaria basado en la
multiplicacién de un indice celular y un indice de fragmentacion que se detallan

a continuacién (Tabla Il y 111).
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Tabla Il. indice celular

Dia+ 2 Dia +3
indice celular Numero de células Numero de células
10 4 7-8
9 2-3 5-6-9
8 5-6 10-11-12
7 1 3-4

Representa un numero que varia de 7 a 10 segun el nimero de células que el

embrién presente en Dia+2 o Dia+ 3 de desarrollo embrionario.

Tabla lll. indice de fragmentacion celular

indice de fragmentacion celular Porcentaje Fragmentacion celular (%)
1 <10
2 10-20
3 >25

Representa un numero que varia de 1 a 3 segun el porcentaje de fragmentacion

celular que presente el embrion.

El indice de calidad embrionaria se obtuvo de la multiplicacion del indice
celular por el indice de fragmentacién (rango 7-30). Un indice 7 representa el de
menor calidad embrionaria o calidad subdptima, siendo un embrién con indice
30 aquel de mejor calidad (también llamado, de calidad 6ptima).

La transferencia se realiz6 a las 48 o 72 horas post inseminacion en estadio
embrionario Dia+2 o Dia+3. El soporte de fase Iutea se realizé con la
administracién intravaginal de progesterona micronizada, 600 mgr/dia, desde el

dia de puncion folicular hasta el dia de andlisis de la subunidad beta de hCG
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(43). A las dos semanas postransferencia, se realiz6 dosaje de hCG sanguineo
como evidencia de embarazo. En caso de resultado positivo se solicité a los 14
dias posteriores, ecografia transvaginal para valorar vitalidad embrionaria con
latidos cardiacos positivos (evidencia de embarazo clinico evolutivo).

Se analizaron las tasas de embarazo clinico, porcentaje de abortos y de
embarazos ectdpicos.

c) Analisis Estadistico

Con la informacion recopilada en fichas de recoleccién, se cred una base de
datos de tipo Excel que posteriormente sirvid para realizar los procedimientos
estadisticos. Se calcularon los valores medios y desviaciéon estandar (DS)
de las variables continuas y los porcentajes de las variables categéricas. Para la
comparacion de medias por grupos se aplicd un T-Test de Student para
muestras independientes, y en el caso de comparacién de proporciones
porcentuales por grupos,un test de Chi-cuadrado. EI nivel de
significancia utilizado fue < 0,05. Este analisis fue realizado usando SPSS
software (version 11.5).
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RESULTADOS

Un total de 231 pacientes fueron sometidas al procedimiento de aspiracion
folicular bajo anestesia general con propofol: 106 pacientes en el grupo A (alta
dosis de propofol) y 125 pacientes en el grupo B (baja dosis de propofol).

En el grupo A de un total de 109 pacientes, quedaron excluidas del trabajo 3
pacientes, 2 por riesgo de sindrome de hiperestimulacién ovarica, en las que se
congelaron embriones en estado de dos pronucleos; y otra paciente en la que
se aspird un solo ovocito que no fertiliz.

No se hallaron diferencias significativas en cuanto a edad, peso y talla, entre
ambos grupos, como asi tampoco en la indicacion de ICSI (Tabla IV y V).

Tabla IV. Valoracion de datos demograficos de pacientes sometidas a
aspiracion folicular bajo anestesia con propofol a altas dosis (grupo A) versus
propofol a bajas dosis (Grupo B).

Grupo A (n=106) | Grupo B (n=125)

Datos Demograficos o427 :DS | Media | DS P
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Edad (anos) 30,9 41 29,9 4,8 0,142
Peso (Kg) 61,2 8,4 61,6 10,1 0,818
Altura (mts) 1,60 0,1 1,60 0,1 0,124
IMC (Kg/mts?) 22,9 2,8 23,3 3,9 0,304

Referencias: IMC: indice de Masa Corporal. Grupo A: dosis de propofol: 2mg/kg; Grupo B dosis

de propofol 1,5 mg/kg. £DS: Desviacidon estandar.

Tabla V. Valoraciéon de la indicacion de ICSI de pacientes sometidas a
aspiracion folicular bajo anestesia con propofol a altas dosis (grupo A) versus
propofol a bajas dosis (grupo B).

Indicacion ICSI (%) | Grupo A (n=106) Grupo B (n=125) p
Factor androldgico 44 43 0,900
Factor tubario 10 13 0,203
Factor ovarico 19 19 0,713
ESCA 15 14 0,845
Endometriosis 12 11 0,854

Referencias: ESCA: Esterilidad Sin Causa Aparente. Grupo A: dosis de propofol: 2mg/kg; Grupo

B dosis de propofol 1,5 mg/kg. Los resultados se expresan en porcentajes absolutos (%).
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El tiempo transcurrido entre la administracion del propofol y la aspiracién del

primer foliculo fue estadisticamente menor en el grupo de baja dosis, como se

aprecia en la tabla VI.

Tabla VI. Comparacion intergrupal (Grupo A: altas dosis de propofol versus

Grupo B: bajas dosis de propofol) de los tiempos anestésico, quirdrgico, desde

administracién de propofol hasta la aspiracion del 1° foliculo y tiempo desde la

administracién de propofol hasta la aspiracion del ultimo foliculo.

Grupo A Grupo B
. . (n=106) (n=125)
Tiempos (minutos) p
Media | +DS | Media | +DS
Anestésico 22,4 11 22 7,6 0,607
Quirurgico 11,7 10,6 11 5,7 0,49
Administracion de propofol hasta
L _ ] 4,3 5,7 3,2 3,6 | <0,0001
aspiracion del primer foliculo
Administracion de propofol hasta
o _ ] 14,6 75 | 14,7 | 8,6 0,665
aspiracioén del ultimo foliculo

Referencias: Grupo A: dosis de propofol 2 mg/kg; Grupo B: dosis de propofol 1,5 mg/kg. Tiempo

Anestésico: tiempo expresado en minutos desde la administracion del propofol hasta el

despertar de la paciente. Tiempo quirdrgico: tiempo expresado en minutos desde la puncién del

primero hasta el ultimo foliculo. £ DS: Desviacién estandar.

MMZ

32



La dosis media de propofol empleada en el grupo A fue de 212,6 mg £+ 69,4 y
de 191,7 + 71,7 para el grupo B, diferencia estadisticamente significativa
(p < 0,005).

No se hallaron diferencias intergrupo en la evaluacién hemodinamica de las

pacientes durante el procedimiento de aspiracion folicular. (Tabla VII).

Tabla VII. Evaluacion Hemodinamica antes de la administracion de midazolam,
a los 10 minutos de la administracién de propofol y al despertar la paciente,
durante el procedimiento de aspiracién folicular con el empleo de diferentes
dosis de propofol.

Variables Grupo A (n=106) | Grupo B (n=125)
P
Hemodinamicas | |edia +DS | Media | #DS
TAS(mmHg) 109,2 16,1 110,5 10,8 | 0,5202
TAD(mmHg) 66,2 8,5 67,1 7,5 | 0,4963
Antes del -
. FC(Lat/min) 84 13,0 86,3 13,8 | 0,2121
Midazolam
FR (resp/min) 19,2 3,5 19,8 3,4 | 0,3836
SATO0, (%) 98,9 8,7 99,7 0,8 | 0,1729
TAS(mmHg) 97,5 10,8 99,0 11,5 | 0,2844
Alos 10 TAD(mmHg) 61,0 8,3 62,7 9,3 | 0,5703
minutos del FC(Lat/min) 74,5 10,0 76,2 11,1 | 0,4768
propofol .
FR (resp/min) 14,9 4,3 15,2 4,0 | 0,2935
SATO2 (%) 99,1 8,2 99,6 24 |0,8718
10,2 704
Al despertar TAS(mmHg) 101,5 10,9 99,7 0, 0,570
TAD(mmHg) 62,8 8,0 62,5 7,9 | 0,9599
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FC(Lat/min) 79,0 10,8 80,3 11,1 | 0,4383
FR (resp/min) 18,3 7,2 17,9 3,5 | 0,5202
SATO, (%) 99,9 1,1 99,6 2,2 10,4963

Referencias: TAS: Tensién Arterial Sistolica. TAD: Tension Arterial Diastélica. FC: Frecuencia

Cardiaca. FR: Frecuencia Respiratoria. SATO0,: Saturacion parcial de Oxigeno. Grupo A: dosis

de propofol 2 mg/kg; Grupo B: dosis de propofol 1,5 mg/kg. £DS: Desviacién estandar.

En la recuperacion postanestésica, no se observaron diferencias entre ambos

grupos (Tabla VIII).

Tabla VIII. Comparacion intergrupal de calidad analgésica evaluada mediante

Escala Visual Analoga luego del procedimiento de aspiracion folicular con
distintas dosis de propofol.
Grupo A (n=106) Grupo B (n=125)
: . P
EVA | Con dolor % | Sin dolor % | Con dolor % | Sin dolor %
Basal 1 99 0 100 0,2760
30 11 89 5 95 0,0644
minutos
60 15 85 7 93 0,0535
minutos

Referencias: Grupo A: dosis de propofol 2 mg/kg; Grupo B: dosis de propofol 1,5 mg/kg. EVA:

Escala Visual Analoga. Los resultados se expresan en porcentajes absolutos (%).

La unica reaccion adversa hallada en las pacientes fue la presencia de

somnolencia (2% en el grupo de alta dosis, 1% en el grupo de bajas dosis), la

cual no fue estadisticamente significativa entre ambos grupos.
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La calidad de la anestesia mediante los lineamientos de Escala de Likert fue

muy satisfactoria en ambos grupos (Tabla IX).

Tabla IX. Comparacién intergrupal de calidad anestésica mediante satisfaccion
con Escala de Likert luego del procedimiento de aspiracion folicular con

distintas dosis de propofol.

Respuesta (%)

Grupo A (n=106)

Grupo B (n=125)

Muy satisfecho 94% 92%
Satisfecho 5% 7%
Muy Insatisfecho 1% 1%

Referencias: Grupo A: dosis de propofol 2 mg/kg; Grupo B: dosis de propofol 1,5 mg/kg. Los

resultados se expresan en porcentajes absolutos (%).

En cuanto a los resultados de fertilizacién y desarrollo embrionario (Tabla X),
se visualiza que no hubo diferencias intergrupo en la cantidad de ovocitos
aspirados durante el procedimiento de aspiracién folicular. La mayoria de los
ovocitos recuperados fueron maduros (MIl) como lo reflejan los resultados. No
hubo diferencias en la tasa de fertilizacién entre ambos grupos analizados. Fue
muy baja la ocurrencia de alteraciones en la fertilizacién por mala dotacion
genética en el futuro embrion, como es la visualizacién de cigotos con un o tres
pronucleos (1PN 6 3PN), y no hubo diferencias entre ambos grupos. Se

analizaron las caracteristicas morfologicas de los embriones transferidos, que
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fue de dos embriones en todos los casos. Se observa que la calidad

embrionaria valorada por su indice fue similar en ambos grupos.

Tabla X. Representacién y evaluacién comparativa intergrupal de ovocitos
recuperados, ovocitos MIl, tasa de fertilizacion, presencia de 1, 2 o 3 PN
(pronucleos) y desarrollo embrionario, luego del procedimiento de aspiracién
folicular con diferentes dosis de propofol.

Grupo A (n=106) | Grupo B (n= 125)

Media +DS Media DS g
Ovocitos recuperados 8,5 4 7,9 3,7 0,3444
Ovocitos Mll 7,0 3,2 6,8 3,1 0,6756
Tasa Fertilizacion (%) 72,2 22,5 73,6 19,5 | 0,6950
2PN 4,8 2,4 4,9 2,5 0,7429
3PN 0,2 2,4 0,9 2,5 0,7429
1PN 0,1 0,4 0,2 0,5 0,7968
Células 1 6,1 2,1 6,4 2,1 0,3550
% fragm 1 9,3 10 8,4 9,6 0,5683
Indice celular 1 9,6 0,7 9,6 0,6 0,2653
Indice fragm 1 2,6 1,8 2,5 0,6 0,5908
Indice calidad embrionaria 1 23,6 6,3 24,2 6 0,4004
Células 2 6,0 2,1 5,9 2,7 0,7363
% fragm 2 13,0 15 14,4 16 0,6352
Indice celular 2 9,6 0,7 8,9 2,6 0,3124

MMZ

36



Indice fragm 2 2,2 0,8 2,3 0,8 0,3072

Indice calidad embrionaria 2 21,7 7,7 22,2 8,4 0,4687

Se evaluaron en cada grupo calidad embrionaria de dos embriones transferidos segin N°
(nmero) de células, %(porcentaje) de fragmentacién, indice celular, indice de fragm
(fragmentacién) e indice de calidad embrionaria. Se valoraron seglin media, DS y valoracion
de p.

Referencias: PN: pronucleo; 1: primer embrién transferido; 2: segundo embridon transferido.
Grupo A: dosis de propofol 2 mg/kg; Grupo B: dosis de propofol 1,5 mg/kg. +DS: Desviacion
estandar.

Aquellos ovocitos en profase | o metafase |, obtenidos en ambos grupos, se
mantuvieron en incubacion y ninguno de ellos presenté actividad
partenogenética.

En cuanto a las tasas de embarazo clinico, se observé una mayor tasa en el
grupo de bajas dosis de propofol con respecto al grupo de altas dosis, la cual
fue estadisticamente significativa (p <0,0003) (Figura VI).
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Figura VI- Se compara intergrupo la tasa de embarazo clinico, expresada en porcentaje.
Grupo A (106 pacientes, en las que se empled propofol a dosis de 2 mg/kg), Grupo B (125
pacientes, en las que se empleé propofol a dosis de 1,5 mg/kg). * = p< 0,0003.

Se observé un mayor porcentaje de abortos en el grupo de altas dosis de
propofol con respecto al de bajas dosis, pero el mismo no fue estadisticamente
significativo. Fue mayor el porcentaje de embarazos ectdpicos en el grupo de
bajas dosis de propofol, pero el mismo no fue estadisticamente significativo
(Figura VII).

12% -

10% -

8% -

6% - W Abortos

B Ectdpicos
4% -

2% -
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Grupo A (n=106) Grupo B (n=125)

Figura VII- Se evalian en cada grupo los valores de aborto y embarazo ectépico,
expresados en porcentajes. Grupo A (106 pacientes, en las que se emple6 propofol a dosis de 2
mg/kg), Grupo B (125 pacientes, en las que se emple6 propofol a dosis de 1,5 mg/kg).
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DISCUSION

La técnica de ICSI tuvo lugar por primera vez en el aino 1992 y se aplicaba en
aquellas parejas con alteraciones importantes de los parametros seminales o en
parejas que sin presentar anormalidades de éstos, tenian antecedentes de
fallas de fertilizacion al realizar tratamientos de reproduccion asistida con la
técnica de fertilizacion in vitro convencional (81-82).

Sin embargo, el empleo de la técnica de ICSI se ha vuelto mas comun en los
ultimos tiempos. Su indicacién se ha extendido a aquellas parejas con ESCA,
bajo recuento de ovocitos obtenidos tras la aspiracion folicular, edad materna
avanzada, fertilizacién de ovocitos madurados in vitro, en tratamientos de alta
complejidad en los que debe realizarse la evaluacion genética preimplantacional
y en la fertilizacién de ovocitos criopreservados (83-84). Incluso se ha propuesto
el uso rutinario de ICSI independientemente de la etiologia de la infertilidad, con
el objeto de reducir probabilidades de fallas de implantacién y de incrementar
potencialmente el nimero de embriones obtenidos (85). Esto ha llevado a que
la utilizacion clinica de la FIV convencional haya disminuido.

Se sabe que a nivel mundial, los resultados de los tratamientos de
reproduccion asistida de alta complejidad pueden verse afectados por muchos
factores como: edad de la mujer, indice de masa corporal (IMC), esquema de
estimulacién ovarica controlada o factor etiolégico que llevé a la indicacién de la

técnica de reproduccion asistida. Pero poco se conoce si la técnica anestésica
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con las drogas mayormente utilizadas durante la sedoanalgesia (CAM) para la
aspiracion folicular, puede tener algun impacto en los resultados reproductivos.

En cuanto a la edad de la mujer, la fecundidad disminuye gradualmente
comenzando a la edad aproximada de 32 afos y decreciendo rdpidamente a
partir de los 37 anos, reflejo de la disminucién de la cantidad y calidad ovocitaria
debido a los incrementos de la hormona foliculoestimulante circulante y al
descenso de la hormona antimulleriana e inhibina B que acontecen con el
avance de la edad de la mujer. Los mecanismos involucrados aun no estan
totalmente dilucidados, pero se cree podrian estar interviniendo multiples
factores codificados genéticamente (86-87). En este trabajo se excluyeron
aquellas mujeres mayores de 35 afos y en los resultados se observa que la
media de edad de la mujer no sobrepasa los 31 anos, por lo cual el factor edad
se descarta como factor adyuvante en los resultados de ICSI.

El sobrepeso y la obesidad en la mujer pueden asociarse a disfuncién
ovulatoria y, en el caso de tratamientos de reproduccién asistida, pueden
causar disminucién de la respuesta ovarica a los agentes inductores de
ovulacién, recuperacién de menor numero de ovocitos, menor cantidad de
ovocitos maduros, menores tasas de fertilizacibn ovocitaria v,
consecuentemente, menores tasas de embarazo. Ademas, la obesidad
incrementa las tasas de aborto (88-89). Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) un IMC menor a 25 kg/mts? indica normopeso. En este trabajo no
hubo diferencias en cuanto al peso en ambos grupos; de hecho la media de
IMC corresponde a normopeso. Por consiguiente, esta variable no parece haber
afectado los resultados reproductivos analizados.

El esquema de estimulacion ovarica también puede influir en la calidad
ovocitaria y en las tasas de implantacion, tal como fue explicado anteriormente
(90-92). Como en ambos grupos se empled un esquema similar, este factor no
deberia haber impactado en los resultados.
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El factor etiologico indicativo de ICSI también puede afectar los resultados
reproductivos. En este estudio se valoraron las siguientes indicaciones para
ICSI:

1- Endometriosis, afecta la calidad ovocitaria y el desarrollo embrionario.
Ademas, puede afectar la capacidad de transporte tubouterina, alterar la
anatomia pelviana por la presencia de adherencias, producir alteraciones
enddcrinas y ovulatorias (picos de elevacidén plasmatica prematura de hormona
luteinizante, disfuncion de fase lutea) y alterar la receptividad endometrial por
reduccidén en la expresidén de ciertas integrinas, lo que conlleva a bajas tasas
de implantaciéon (93).

2- ESCA, se da en una pareja donde la causa no puede ser explicada por los
estudios rutinarios de infertilidad (94).

3- Factor ovarico, representado por el sindrome de ovario poliquistico, el cual
genera un estado de disfuncion ovulatoria (95).

4- Factor andrologico: se refiere a la presencia de oligospermia (bajo conteo
espermatico: < 15 millones/ml segin Manual OMS 2010), astenozoospermia
(alteracién de la movilidad espermatica: <32% de espermatozoides traslativos
moviles segun manual OMS 2010) o teratozoospermia (alteracién en la
morfologia espermatica: segun criterio estricto de Kruger <4% de
espermatozoides normales segun manual OMS 2010).

5-Factor tubario: se refiere a obstruccién tubaria de causa inflamatoria o
infecciosa.

En este trabajo todas estas variables analizadas fueron homogenizadas ya
que no hubo diferencias en la causa etiolégica indicativa de ICSI en ambos
grupos.

Descartando estos factores que podrian contribuir a alguna alteracion en los
resultados reproductivos, se evalud si el proceso anestésico durante la
obtencion de los ovocitos para la técnica de ICSI, podria generar algun impacto

en los resultados reproductivos.
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La sedoanalgesia es la técnica mas empleada para la aspiracion folicular en
los tratamientos de reproduccién asistida de tipo ICSI; el empleo de propofol,
midazolam y fentanilo son las combinaciones més utilizadas para tal propésito
(39). Dicha sedoanalgesia se emplea para reducir el dolor expresado durante la
aspiraciéon ovocitaria. Este dolor se percibe en forma muy similar a un dolor
menstrual intenso y es producido por la insercion de la aguja de aspiracion a
través de la pared vaginal y de la puncién mecanica de los ovarios. El nimero
de foliculos y la duracién del procedimiento de aspiracién folicular pueden
afectar la intensidad del dolor. Por lo tanto, un régimen adecuado anestésico y
analgésico debe tener bajos o nulos efectos toxicos sobre los ovocitos, ser de
facil administracion y monitoreo, y lograr una rapida recuperacion de la
paciente, con escasos efectos adversos (96-97).

Por ello, empleamos la técnica de sedoanalgesia que consiste en la
administracién de medicacién inductora de un estado que permita la realizacion
del procedimiento y que el paciente lo tolere manteniendo la funcién
cardiorrespiratoria. El deterioro y/o alteracién del nivel de conciencia (en
diversos grados) es una caracteristica propia de esta técnica (98-99).

El incremento en la demanda del uso de técnicas de sedacién o anestesia
para procedimientos fuera de quiréfano por las diferentes especialidades
(gastroenterologia, neumologia, cardiologia, radiologia, ginecologia, etc.) puede
suponer hasta un 20-30% de la actividad de los servicios de anestesiologia. La
Sociedad Esparnola de Anestesia y Reanimacion (SEDAR) y American Society
of Anesthesiologists (ASA) consideran que la protocolizacion de las sedaciones
€S muy necesaria y que se debe realizar de acuerdo a la evidencia cientificay a
las recomendaciones internacionales (Declaracion de Helsinki, Joint
Commission, Food and Drug Administration) (100-105). En este trabajo se
siguieron dichas normas de realizacion en concordancia con los estandares

internacionales.

En el trabajo se empled la analgesia multimodal que es la asociacién de
farmacos analgésicos (fentanilo y ketorolac) con distinto mecanismo de accion
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que consigue mayor potencia analgésica y menos efectos secundarios,
permitiendo disminuir las dosis de los farmacos empleados durante el
procedimiento. Ademas, se completd con coanalgesia mediante el uso de
farmacos no analgésicos pero potenciadores del mismo, como benzodiacepinas
(102).

Las tasas de satisfaccion anestésica y la calidad analgésica fueron similares
en ambos grupos, al igual que las bajas reacciones adversas por el empleo de
propofol. Un hecho importante es que no hubo ningun caso de retraso en el alta
médica atribuido al uso de midazolam y fentanilo. Esto concuerda con el estudio
de Murthy y cols., en el cual la utilizacién de dos modelos anestésicos (propofol
mas remifentanilo o propofol mas fentanilo), mostré minimos efectos adversos
y rapida recuperacién anestésica cuando se emplean en los procedimientos de
aspiracion folicular (106).

Analizando los resultados en este estudio, no hubo diferencias
hemodinamicas entre ambos grupos, lo que concuerda con la bibliografia (96).
Esto se demuestra en el estudio de Necmiye Hadimioglu y cols. donde en el
mismo se aleatorizaron cuatro grupos de 15 pacientes cada uno; Grupo 1:
propofol mas fentanilo, Grupo 2: propofol mas alfentanilo, Grupo 3: midazolam
mas fentanilo y Grupo 4: midazolam mas alfentanilo. En ningun grupo se
presentaron diferencias hemodindmicas durante el procedimiento de aspiracién
folicular (107).

Existe un limitado numero de estudios clinicos que evaluen si el propofol por
si mismo, puede afectar adversamente la fertilizacion ovocitaria y la calidad
embrionaria, dependiendo de la dosis y tiempo de exposicidén al mismo. Existen
trabajos en roedores que dan soporte a esta inquietud (72-74). Distintos autores
refieren un incremento en la concentracién de propofol intrafolicular durante el
transcurso del procedimiento de aspiracion, existiendo acumulacién de dicha
droga en el liquido folicular y mayor exposicion a la misma en los ultimos
ovocitos aspirados, por lo que el procedimiento de aspiracién deberia ser lo
mas breve posible (45,108). El incremento de los niveles de propofol en el
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liquido folicular es proporcional a la dosis total administrada y al tiempo de
exposicién del mismo (73). Como manifiesta Christiaens y cols., la deteccién de
propofol intrafolicular se evidencia a los 10 minutos de comenzado el
procedimiento anestésico y la cantidad de propofol hallada es directamente
proporcional a las dosis y tiempo de exposicion a dicha droga (75). También
Depypere y cols. demuestran un efecto téxico del propofol en la fertilizacion
ovocitaria, la cual es dosis y tiempo dependiente (109). Ben-Sholmo y cols.
determinaron que la concentracién de propofol intrafolicular se incrementa de
forma directamente proporcional a su concentracion plasmatica y a la duracion
de la infusion sanguinea que presente cada paciente (110). Janssenswillen y
cols. estudiaron la exposicion de ovocitos de raton a altas concentraciones de
propofol observando una reduccion en la tasa de fertilizacion, aunque este
efecto solo fue observado con el empleo de dosis que serian supra

farmacologicas en ciclos in vitro en humanos (73).

En los resultados de este estudio las dosis de propofol empleadas en el
grupo B fueron significativamente menores a las del grupo A. A pesar de esta
diferencia en las dosis de propofol, no se evidencian diferencias significativas
entre ambos grupos al comparar tasas de fertilizacion y calidad embrionaria.
Esto coincide con un estudio de Alsalili y cols. (72). En dicho trabajo se
incubaron in vitro durante 30 minutos ovocitos aspirados de ratones en medios
conteniendo 0, 100, 1000 y 10.000 ng/ml de propofol previo a la maduracién de
los mismos; no se hallaron diferencias en la tasa de fertilizacion ni en el clivaje
con respecto a los controles. Matsota y cols. estudiaron 58 pacientes sometidas
a procedimiento de aspiracion folicular, las cuales se dividieron en dos grupos:
29 recibieron anestesia con remifentanilo y las otras 29 con propofol y
alfentanilo. Al comparar las variables (numero de ovocitos maduros
recuperados, tasa de fertilizacion, tasa de clivaje, calidad embrionaria y tasa de
embarazo) no se hallaron diferencias estadisticamente significativas (47). Ben-

Shlomo vy cols. demostraron ausencia de diferencias significativas en la tasa de
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clivaje y desarrollo embrionario al exponer los ovocitos a dosis crecientes de
propofol (110).

En nuestro estudio no se observé activacién partenogenética del ovocito, tal
como se informd en un estudio de Janssenswillen y cols. Se trata de la
activacion ovocitaria sin participacion espermatica con la consiguiente
formacion de ovocitos bipronucleados con extrusion del segundo cuerpo polar.
Esta si se evidencia en el estudio de Janssenswillen, cuando se incuban
ovocitos de raton en medios con 50 ngr/ml de propofol por 15, 30, 60, 90 y 120
minutos (73).

Segun Tatone y cols. la exposicion de ovocitos murinos a propofol en dosis
de 0,4, 1 y 10 pugr/ml en forma previa a su inseminacion, produce reduccién en
la tasa de dos PN y en la formacion o extrusiéon del segundo cuerpo polar. Sin
embargo, no se hallaron diferencias en cuanto al clivaje embrionario. Tatone
propone entonces, que el propofol puede afectar negativamente la habilidad de
fusiébn espermatica sin interferir con los eventos posfusion donde estarian
involucradas diferentes componentes de membrana (74).

Una limitacion del presente trabajo fue que no se determiné la concentracion
de propofol a nivel folicular. Es importante destacar que en los dos grupos
estudiados (altas y bajas dosis de propofol) los tiempos quirdrgicos fueron
semejantes, pero en el grupo B el tiempo desde la administracion del propofol y
la aspiracién del primer foliculo fue menor y estadisticamente significativo. No
se hall6 diferencias en el tiempo desde la administracion del propofol hasta la
aspiracion del ultimo foliculo. Esto puede explicarse por la cantidad de foliculos
aspirados; cuanto mayor es el numero de foliculos mayor es el tiempo de
aspiracion folicular requerida, que no siempre conlleva a mayor nimero de
ovocitos recuperados, ya que puede existir la posibilidad de hallar foliculos
vacios. Es posible que esto haya ocurrido en el presente estudio, por eso es
que la media de ovocitos recuperados fue similar en ambos grupos.

En cuanto a las repercusiones que el empleo de opioides durante el
procedimiento de aspiracion folicular puede producir en las tasas de
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fertilizacién, clivaje y tasas de embarazo, se exponen algunos trabajos
reportados a nivel mundial. Sarikaya HB y cols. aleatorizaron dos grupos de
pacientes: grupo 1, recibiéo 0.1 ug/kg/minuto de remifentanilo mientras que el
grupo 2, recibié 0.15 pg/kg/minuto. Como resultados, no hubo diferencias en la
tasa de fertilizacion, clivaje ni embarazo entre ambos grupos analizados (111).

En cuanto al empleo de benzodiacepinas (midazolam) un estudio en
murinos, evidencié que la administracibn de esta droga no afectaba la
fertilizacién ni el desarrollo embrionario in vivo o in vitro, incluso cuando se
utilizaron dosis 500 veces mayores a las empleadas clinicamente (112).

Por ello, considerando las evidencias anteriormente descriptas, parece poco
probable que las diferencias reproductivas detectadas en nuestro trabajo sean
atribuibles a las variaciones en las concentraciones de fentanilo y midazolam
entre los grupos A y B.

En este trabajo, la tasa de embarazo clinico fue significativamente mayor en
el grupo de bajas dosis de propofol. Aunque no se han encontrado estudios que
comparen el mismo esquema anestésico de drogas (fentanilo mas midazolam y
propofol), con diferentes dosis, como fue analizado en este estudio, se
detallaran algunos estudios que comparan el propofol con algun otro anestésico
para valorar las tasas de embarazo. Segun Gouziomitrou E y cols. que
compararon un grupo de 20 pacientes sometidas a propofol versus otras 20
pacientes sometidas a pentotal, se hallaron diferencias aunque no
estadisticamente significativas en las tasas de embarazo a favor del empleo de
propofol (29% para propofol y 12% para pentotal) (113). Segun Pierce y cols. no
se observaron diferencias en cuanto a las tasa de embarazo entre el grupo de
pacientes sometidas a thiopental (24.6%) o a propofol (25.8%) en un estudio
retrospectivo que involucré 230 pacientes sometidas a procedimiento de
aspiracion folicular (114). Vincent y cols., estudiando a 112 pacientes,
observaron que el grupo sometido a propofol /6xido nitroso se asociaba a
menores tasas de embarazo comparadas con pacientes sometidas a

isoflurano/éxido nitroso (tasa de embarazo del 54% en el grupo de isoflurano vs.
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29% en el grupo de propofol); sin embargo, este estudio no valoré la tasa de
fertilizaciébn (115). Segun Huang y cols. no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a tasas de embarazo en pacientes
sometidas a propofol (68,9%) o a tiopental (66,7%). Fue un estudio
retrospectivo, donde 72 pacientes fueron sometidas a propofol y 20 pacientes a
tiopental (116). Un estudio utilizé6 como referencia bibliografica nuestro protocolo
de investigacion, utilizando el mismo esquema de drogas anestésicas (propofol
40 mg EV bolo, midazolam 2 mg EV y 100 pg EV fentanilo). Realizaban el
mantenimiento de la sedoanalgesia con bolos intermitentes de propofol segun
necesidad a una dosis promedio de 0,5 mg/kg a 0,75 mg/kg EV. Compararon la
dosis de propofol empleada en el procedimiento de aspiracion folicular
expresada en mg/kg/minuto: es decir dosis de propofol expresada en mg segun
peso de la paciente y segun tiempo de exposicion de los ovocitos al propofol
expresado en minutos; la dosis media de propofol por ovocito MIl en el grupo de
recién nacidos vivos (0,04 mg/kg/min de propofol) fue similar al grupo sin
embarazo (0,03 mg/Kg/min de propofol). Por lo tanto, no se hallaron diferencias
significativas en la dosis media de propofol empleada por ovocito MIl entre
ambos grupos (117).

En este trabajo, a pesar de no hallarse una diferencia estadisticamente
significativa en tasas de fertilizacion y calidad embrionaria intergrupo, se
observa una mayor tasa de embarazo clinico en el grupo de bajas dosis de
propofol. No se han encontrado estudios que muestren esta tendencia. Podria
postularse algun efecto deletéreo del propofol a nivel celular, como por ejemplo,
interferir en la continuidad de la divisién celular normal o alterar la calidad
embrionaria; probablemente estos cambios podrian evidenciarse en estadio de
blastocisto (quinto dia) o en estadios mas avanzados, limitacion de este trabajo
ya que solo se transfirieron embriones en el segundo o tercer dia evolutivo
(Dia+2 y Dia+3). En el estadio de blastocisto, ocurre la activacion del genoma
paterno. Seria importante investigar si el propofol ejerce algun efecto perjudicial
en dicha activacion genémica. Otra hipotesis es que el propofol en altas dosis,
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podria afectar a través de sefales propias del embridn, la expresién molecular
de factores implantatorios, lo cual ejerceria efectos negativos en las tasas de
implantacién. Existen marcadores de decidualizacibn materna durante la
ventana de implantacion tales como integrinas, el factor inhibitorio de leucemia
(LIF), receptor tipo 1 de interleuquina 1, mucina 1, expresién del receptor de
progesterona e interleuquina 6 entre otros. Asimismo no existen estudios que
evallen si el embridén puede sufrir alteraciones en su desarrollo provocadas por
el propofol; de hecho, se desconoce si éste podria hallarse a nivel
citoplasmatico en el ovocito (ya que solo se ha estudiado en el liquido folicular).
Todas estas hip6tesis deberian ser evaluadas en nuevos estudios.

Para finalizar, en nuestro estudio hallamos también una mayor tendencia en
el grupo de altas dosis de propofol a sufrir abortos (aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa). No hemos hallado estudios que apoyen o

nieguen un efecto del propofol como agente causal de abortos.

En resumen, la exposicién farmacoldgica a bajas dosis de propofol durante el
procedimiento de aspiracion folicular junto al menor tiempo de exposicion de los
ovocitos, alcanz6 el efecto anestésico esperado, ya que no alteré los
parametros hemodinamicos y logré una buena calidad y eficacia anestésica y
analgésica. Asimismo, no se vio aumentada la incidencia de reacciones
adversas potenciales. Si bien la disminucion en la dosis y tiempo de exposicion
al propofol no mejoré las tasas de fertilizacién ni la calidad embrionaria, si

aumentaron las tasas de embarazo clinico.
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CONCLUSION

El uso de propofol a bajas dosis (1,5 mg/kg EV) versus dosis mayores, no
afectd el numero de ovocitos MIl recuperados, la tasa de fertilizacion, el
desarrollo embrionario, como asi tampoco la calidad anestésica y analgésica en
comparacion con el esquema habitual. No se vieron afectados los patrones
hemodinamicos ni respiratorios en el per y postoperatorio inmediato, ni tampoco
se observaron efectos toxicos sistémicos cardiovasculares y neuroldgicos
utilizando las dosis habituales o bajas de propofol.

El porcentaje de abortos espontdaneos y embarazos ectdopicos no mostré
diferencias de significacion estadistica entre ambos grupos de estudio.

Si se observ6 un efecto positivo sobre el éxito reproductivo al emplear dosis

menores de propofol, mediante un aumento en las tasas de embarazo clinico.
Por lo antes expuesto, se podria emplear propofol a bajas dosis en una

anestesia balanceada, durante la aspiracion folicular en técnicas de ICSI, ya

que no genera repercusiones a nivel hemodinamico y respiratorio, ni afecta las
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calidades anestésica, analgésica y embrionaria, con la consiguiente menor

exposicion del ovocito a este agente, disminuyendo sus potenciales efectos

téxicos. Ademas, seria conveniente que el procedimiento de aspiracion folicular

sea lo mas breve posible para limitar la acumulacion de este anestésico en el

liquido folicular. Nuestros resultados sugieren que el uso del propofol a bajas

dosis en ciclos de ICSI podria considerarse para su uso rutinario.
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