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PROGRAMA

16:00 - 16:45 hs.  Inscripcién.

16:45-17:00 hs.  Apertura, a cargo de los Presidentes de ambas sociedades Dr. Gustavo Somoza (SAB) y
Dr. Sebastian Gogorza (SAMeR) y organizadores de la Jornada.

17:00 - 17:30 hs.  Regulacion del equilibrio osmético durante la criopreservacion de
espermatozoides humanos. Estudios en muestras de pacientes oncolégicos.
Dra. Maria José Munuce. Laboratorio de Estudios Reproductivos, Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario, Rosario. Santa Fe.

Argentina.

17:30-18:00 hs.  Efectos de la quimioterapia y la radioterapia sobre la fertilidad masculina.
Dr. Omar Layus. Hospital Italiano, CABA, Argentina.

18:00 - 18:20 hs.  Comentarios-Preguntas.
18:20 - 18:40 hs.  Intervalo.

18:40 - 19:10 hs.  Estrategias para preservar la fertilidad en varones con cancer.
Dra. Florencia Fulco, CEGYR, CABA, Argentina.

19:10 - 19:40 hs.  Inestabilidad genética: la ruta que conduce de células madre pluripotenciales a
células germinales cancerosas.
Dr. Juan Carlos Biancotti. Zilkha Neurogenetic Institute, University of Southern California,
Los Angeles, CA, EE.UU.

19:40 - 20:00 hs.  Comentarios-Preguntas.

20:00 hs. Cierre. Entrega Certificados Asistencia.
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Regulacion del equilibrio osmético
durante la criopreservacion de
espermatozoides humanos. Estudios
en muestras de pacientes oncolégicos

Adriana Caille y Maria José Munuce

Laboratorio de Estudios Reproductivos, Facultad de Cien-
cias Bioquimicas y Farmacéuticas

Universidad Nacional de Rosario.

Reprolab, Sanatorio Britanico de Rosario

Durante el trdnsito por el tracto reproductivo
femenino, el espermatozoide humano transitard
por ambientes de distinta composicién osmdtica.
Dado que existe un gradiente descendente de os-
molalidad (plasma seminal-dmpula) para contra-
rrestar el stress hipoosmético, el espermatozoide
equilibrard su medio interno intercambiando agua
y osmolitos a través de su membrana plasmdtica.

Esta situacién también ocurrird iz vitro cuan-
do separemos a los espermatozoides del plasma
seminal cuya osmolalidad oscila entre 256 a 537
mOsm/kg con los medios de cultivo estindar
(280 mOsm/kg). Para mantener su tamafio y su
funcién el espermatozoide posee canales que se
activan para sacar osmolitos e iones y revertir el
ingreso de agua. Cuando se inhiben por ejemplo
los canales de K* sensibles a quinina, se producen
modificaciones en la trayectoria del espermatozoi-
de, la cual se torna menos progresiva por el ingre-
so de agua con hinchamiento del flagelo, pero se
mantiene su estado acrosomal.

Una técnica muy utilizada para diferir la pater-
nidad es la criopreservacién de espermatozoides.
Consiste en enfriar controladamente células o te-
jidos hasta temperaturas de -196°C. Las células se
deshidratan por la alta osmolalidad externa ya que
si queda agua intracitoplasmdtica, se formardn
cristales de hielo que actuardn como vidrios rom-
piendo estructuras intracelulares necesarias para
el funcionamiento celular. Durante el procedi-
miento se agregan sustancias quimicas protectoras
(crioprotectores) que consisten en una solucién
salina, yema de huevo y antibidticos.

El modo de accién consiste en que debido a la
elevada osmolalidad (hiperosmolales) extraen de
la célula el agua y la deshidratan para prevenir la
formacién de hielo intracelular. Nuestros resulta-
dos muestran que la viabilidad post descongela-
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do resulta > 65 % con > 45 % mdtiles. En las
muestras recuperadas por swim up, los esperma-
tozoides presentan mayor pérdida de acrosoma
(aproximadamente 60 % de reaccionados), lo que
reflejarfa que s6lo un 40 % conservarfa su acroso-
ma. Es factible que la asociacién de injurias a las
que resulta expuesto el espermatozoide durante la
criopreservacién/descongelacién/seleccién de es-
permatozoides métiles, lleve a que se sobrepasen
sistemas de regulacién osmdtica (canales de K+
sensibles a quinina) y ya no consigan adaptarse al
desafio osmético ingresando agua ante el szress hi-
poosmético de mds de 1000 mOsm/Kg.

A pesar de que demostramos dafo en una gran
subpoblacién de la muestra, es de esperar que exis-
ta un remanente funcional y con posibilidad de
fecundar. Hoy dia los tratamientos oncolégicos
resultan efectivos y preservarfan la fecundidad ya
que mds del 97 % de los pacientes recuperan la
funcién testicular durante los 3 afios posteriores al
tratamiento. Sin embargo, no disponemos a prio-
7i herramientas para distinguir aquellos pacientes
susceptibles a resultar dafiados, por lo que la indi-
cacién de preservacién es necesaria a todos los j6-
venes en edad reproductiva que deban exponerse
a este tipo de terapéutica.

Estrategias para preservar la fertilidad
en varones con cancer

Maria Florencia Fulco
Meédica Urdloga, Unidad de Oncofertilidad, CEGyR

Gracias a los avances en las terapias oncol6-
gicas, la sobrevida de los pacientes con céncer se
ha incrementado. Esto es particularmente eviden-
te en los varones menores de 30 afios, en quienes
las principales enfermedades malignas son las on-
cohematoldgicas y las de células germinales. Los
pacientes ya curados consultan por los denomi-
nados “efectos tardios” de las terapias contra el
céncer, y sin duda uno de los efectos tardios que
mds motiva la consulta es el compromiso de la ca-
pacidad fértil. Asi nace una nueva 4rea dentro de
la Medicina Reproductiva: la Oncofertilidad, que
podemos definirla como “una nueva disciplina
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que involucra el estudio y el desarrollo de medidas
de prevencién y proteccién del impacto del cdncer
y sus tratamientos en la salud reproductiva”. Las
principales sociedades de Medicina Reproductiva
y de Oncologfa han establecido normativas, para
que sirvan de gufa a los centros que tratan pacien-
tes oncoldgicos. Las normativas segtin las cuales se
rige la Unidad de Oncofertilidad de nuestro cen-
tro se condicen con las establecidas por la Socie-
dad Americana de Oncologia Clinica (ASCO),
por la Sociedad Internacional para la preservacién
de la Fertilidad (ISFP)* y por la Sociedad Ameri-
cana de Medicina Reproductiva (ASRM).?

Estrategias para preservar el potencial
reproductivo

El procedimiento por excelencia para preser-
var la fertilidad es la criopreservacion de semen,
dado que es accesible y efectiva en la mayoria de
los pacientes. Idealmente se deben obtener por
masturbacién 2 6 3 muestras, antes del inicio de
la terapia gonadotdxica. Factores relacionados
al cédncer pueden dificultarlo, como ansiedad,
cansancio, hipogonadismo, dolor, diabetes, pro-
blemas neurolégicos y efectos adversos de medi-
camentos, como opioides y antidepresivos. En
estas situaciones pueden ser utiles los inhibidores
de la fosfodiesterasa 5 (sildenafil y derivados), la
estimulacién vibratoria del pene, la electroeyacu-
lacién (que requiere anestesia general), y la reco-
leccién y el procesamiento de semen retroeyacu-
lado. En estos casos los agonistas Alfa (como la
pseudoefedrina) pueden ser utiles. Las opciones
quirirgicas se ofrecen a aquellos pacientes que por
alguna de las razones comentadas, o por patolo-
gias previas, no obtienen espermatozoides aptos
para ser criopreservados. Dentro de los procedi-
mientos quirdrgicos se describen los que instru-
mentan el epididimo y los que instrumentan el
testiculo; la aspiracion epididimaria percutdnea
(PESA) o microquirtrgica (MESA) ofrecen bue-
nas tasas de recupero cuando la azoospermia es de
causa obstructiva; la primera puede ser realizada
en el consultorio con anestesia local; la segunda
requiere anestesia general para exteriorizar la gé-
nada. La aspiracién testicular (TESA) también
puede realizarse en el consultorio con anestesia
local. Si bien no ofrece buenas tasas de rescate, fue
el punto de partida para desarrollar la técnica de

mapeo testicular diagndstico.* Sin lugar a dudas
la técnica quirtrgica por excelencia para pacientes
con azoospermia obstructiva es la biopsia testicu-
lar (TESE), realizada en quir6fano, con anestesia
general, y que permite obtener espermatozoides
en el 50% de los casos, siendo este porcentaje atin
mayor cuando se realizan tres o mds biopsias’.
Para ejemplificar, en nuestro centro la tasa de res-
cate por medio de TESE fue del 78% en los dlti-
mos 12 meses. Se realizaron modificaciones sobre
esta técnica, como la biopsia con magnificacién
(MD TESE),® basidndose en el principio de que
la morfologia de los tdbulos seminiferos puede
orientar hacia zonas de espermatogénesis activa, o
la técnica de “ONCO TESE”,” diseccién ex vivo
de la pieza de orquiectomia de pacientes con testi-
culo tnico o tumores bilaterales.

La idea de realizar tratamientos médicos para
preservar la fertilidad surgié al observar que la te-
rapia oncoldgica en nifios antes de la adrenarca
era menos deletérea para la serie germinal que en
pacientes post-puberes. Se realizaron multiples es-
tudios con distintos protocolos en base a andlogos
de GnRH, antiandrégenos o testosterona, pero
hasta la fecha ninguno mostré efectividad como
terapia gonadoprotectora,® por lo que su uso no
es recomendado.

El varén prepuber

Los pacientes que no han tenido desarrollo pu-
beral no iniciaron la espermatogénesis, por lo que
todas sus células germinales son premeidticas. La
tinica opci6én para preservar la fertilidad es la crio-
preservacion de parénquima testicular, obtenido me-
diante biopsia.'® El objetivo es poder trasplantar
este tejido en el paciente una vez completada la
terapia oncolégica, para reestablecer la espermato-
génesis. Si bien este procedimiento es experimental,
porque hasta la fecha no ha sido posible concretar-
lo en pacientes, hay varias lineas de investigacién
centradas en obtener espermatozoides de este teji-
do prepuberal, como el autotransplante de células
madre en testiculo una vez completada la terapia
oncoldgica, que permitié obtener espermatozoides
con capacidad fecundante en modelos animales,’ o
la maduracién in vitro de gonias hasta el estadio de
espermdtides, que también lograron producir blas-
tocistos i vitro."
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¢Cual es el mejor momento para criopre-
servar?

Estudios recientes demostraron que las tera-
pias oncoldgicas pueden inducir modificaciones
en el material genético de las células germinales, y
que estas modificaciones podrfan también identi-
ficarse en el embrién. Se demostrd, por ejemplo,
que algunos andlogos de la citidina se incorporan
al ADN, lo que conduce a una disminucién de la
metilacién del mismo.'""? La metilacién permite
muchos procesos de expresién gendémica, por lo
que esto podria verse reflejado clinicamente con
mayores pérdidas de embarazo. Sin embargo, to-
davia es desconocido el efecto que podria tener en
la descendencia.

La experiencia en CEGyR

Evaluamos los 42 pacientes varones que con-
sultaron en nuestro centro para preservar la fer-
tilidad por causa oncoldgica desde enero de 2012
hasta la fecha, y encontramos que 41 estaban en
condiciones de criopreservar semen. El diagnésti-
co predominante fue cdncer testicular (60%), se-
guido por linfoma Hodgkin (25%). Sélo el 35%
de estos pacientes concurrieron al consultorio de
asesoramiento oncoldgico; este porcentaje bajo de
consultas probablemente hable del espacio que
todavia queda por llenar por parte del equipo de
salud.

A modo de ejercicio tomamos 13 de estos pa-
cientes al azar (1° grupo), y de la poblacién de
pacientes de CEGyR tomamos al azar 20 pacien-
tes teratozoospérmicos mayores de 46 afios (2°
grupo) y 10 pacientes con pardmetros seminales
normales (3° grupo), y evaluamos la movilidad, el
conteo espermdtico, la morfologia, la fragmenta-
cién del ADN medida con la técnica de TUNEL,
y la cuantificacién de survivin, proteina que inhi-
be la apoptosis por inhibicién de la via de las cas-
pasas, y que habitualmente no estd presente en los
tejidos sanos, pero si se ha evaluado su expresién
en células cancerosas, y en el embrién y el ovoci-
to, pero no todavia en espermatozoides. Encon-
tramos que si bien todos los pardmetros estaban
alterados en los pacientes con cdncer, las alteracio-
nes eran mayores en aquellos con diagnéstico de

linfoma Hodgkin.
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Aspectos éticos

El Cédigo de Etica de SAMeR dice textual-
mente que “Quien decida criopreservar gametos o
embriones debe (...) dejar establecida su voluntad
sobre los posibles destinos de los gametos o em-
briones en caso de no utilizarlos para si mismo
o si el centro pierde contacto con él/ella”. Tam-
bién expresa que “no deben conservarse gametos
de una persona muerta o cercana a morir, o de
una persona en estado vegetativo postcoma, sin su
consentimiento por escrito”, y que “si una clinica
recibe la notificacién de que un titular de gametos
ha muerto, debe descartar los gametos, salvo que
haya una instruccién previa, clara y atestiguada”.
Los centros de reproduccién deberfan observar es-
tas recomendaciones para incluirlas en los consen-
timientos informados que firman los pacientes.

Conclusiones

* La criopreservacién de semen en adultos,
tanto de eyaculado como de orina, asi como de
espermatozoides obtenidos por biopsia testicu-
lar, es el tnico método de preservacién de fer-
tilidad establecido.

* La criopreservacién de tejido testicular en
pacientes preptiberes es una técnica disponible
pero experimental.

* Existe la posibilidad de dafo genético en las
gametas después del inicio de la terapia onco-
l6gica, por lo que la preservacién de la fertili-
dad debe ser llevada a cabo lo antes posible,
preferentemente antes del inicio de cualquier
tratamiento.

* Se debe discutir con el paciente oncoldgico y
su familia el riesgo de infertilidad y las opcio-
nes para preservar el potencial reproductivo.
Se debe documentar esta discusion.

* Es importante tener en cuenta los aspectos éti-
cos de acuerdo al c6digo de ética de SAMeR. El

consentimiento informado es de vital importancia.
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Inestabilidad genética: la ruta que
conduce de células madre
pluripotenciales a células germinales
cancerosas

Juan Carlos Biancotti

Zilkha Neurogenetic Institute
University of Southern California
Los Angeles, CA, EE.UU.

Las células madre pluripotenciales (PSC) que
componen el macizo celular interno del embrién
humano (fuente de las células madre embrionarias)
experimentan un ndmero limitado de divisiones
celulares previo a su diferenciacién. Sin embargo,
cuando estas células se perpetdan en cultivo como
lineas celulares, se ven sometidas a numerosos ci-
clos celulares, lo cual trae aparejado la adquisicién
de anomalias genéticas.

Este proceso, conocido como “adaptacién”,
involucra la ganancia o pérdida de material ge-
nético que no se produce en forma aleatoria, sino
por el contrario, es consistente con las alteraciones
encontradas en células cancerosas. Esta alteracién
se observa tanto en células madre embrionarias
(hESC) como en células madre pluripotenciales
inducidas (hiPS) obtenidas por reprogramacién
de células somdticas humanas.

La alteracién mds frecuente y representativa
es la duplicacién del cromosoma 12, de modo
similar a lo observado en los tumores de células
germinales como el carcinoma embrionario. El
andlisis de la expresién génica global demuestra
que células madre pluripotenciales con trisomia
12 se agrupan junto con tumores de células ger-
minales, y separadas de hESC y hiPS euploides y
tejido testicular control.

Estas células trisémicas proliferan més rdpido
que las células control con idéntico background
genético, y tienen menor tendencia a diferenciarse
tanto in vivo como in vitro. De hecho, PSC con
trisomfa 12 originan teratomas mds agresivos que
PSC euploides, de los cuales se pueden recuperar
células simil-ES con elevada expresion de genes de
pluripotencialidad.

Estos resultados muestran que el cultivo pro-
longado de PSC puede inducir transformacién en
células euploides, las cuales adquieren caracters-
ticas y fenotipo similar al carcinoma embrionario.
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