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Resumen

A medida que aumenta el niimero de mujeres jo-
venes y ninas prepuberales sobrevivientes de cdncer,
la calidad de vida después del tratamiento es una
consideracion cada vez mds importante. Tanto en
las mujeres jovenes como en las ninas prepuberales,
la quimioterapia y la radioterapia pueden conducir
a gonadotoxicidad, dano ovdrico, disminucion de la
cantidad de oocitos y pérdida de potencial reproduc-
tivo. A las mujeres jovenes se les pueden ofrecer dis-
tintas alternativas de preservacion de la fertilidad:
criopreservacion de embriones, de oocitos y criopre-
servacion y autotrasplante de tejido ovdrico. Para
ninas prepuberales, la congelacion de tejido ovdrico
y el autotrasplante futuro son las alternativas mds
aceptables. Existen dos metodologias disponibles para
la criopreservacion de tejido ovdrico: el congelamien-
to lento y la vitrificacion. A nivel mundial, se han
reportado a la fecha 87 nacimientos en 69 mujeres,
de un total de 318 mujeres que realizaron trasplante
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de tejido ovdrico criopreservado. La experiencia del
IFER en preservacion de tejido ovdrico compren-
de 42 pacientes jovenes con diagndstico de cdncer,
que criopreservaron tejido ovdrico antes de iniciar
su tratamiento mco/o’gico. Dos pacientes realizaron
descongelamiento y autotrasplante del material. Am-
bas recuperaron su actividad hormonal. Una de ellas
no buscé embarazo, mientras que la otra logré dos
nacimientos vivos.

Palabras claves. Nina prepuberal, cdncer, preser-
vacién, autotrasplante, tejido ovdrico.

Oncofertility: cryopreservation of
ovarian tissue

Summary

As the number of young women and prepu-
bertal girls surviving cancer increases, life quality
after treatment is becoming an increasingly impor-
tant consideration. Both in young women and in
prepubertal girls, chemotherapy and radiotherapy
can lead to gonadotoxicity, ovarian damage, de-
creased number of oocytes and loss of reproducti-
ve potential. For young women, different fertility
preservation alternatives can be offered: cryopre-
servation of embryos and oocytes and cryopreserva-
tion and future transplantation of ovarian tissue.
In prepubertal girls, freezing of ovarian tissue and
future transplantation are the most acceptable al-
ternatives. There are two available methodologies
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for cryopreservation of ovarian tissue: slow freezing
and vitrification. As a global level, a total of 87
births have been reported to date in 69 women, out
of a total of 318 women who underwent cryopre-
served ovarian tissue transplantation. The IFER
experience in ovarian tissue preservation includes
42 young patients diagnosed with cancer, who cr-
yopreserved ovarian tissue before initiating their
oncological treatment. Two patients performed
thawing and tissue auto-transplant. Both recove-
red their hormonal activity. One of them did not

seck pregnancy, while the other achieved two live
births.

Key words. Prepubertal girl, cancer, fertility preser-

vation, auto—tmmplam, ovarian tissue.

Introduccion

El dltimo Reporte Mundial de Céncer, reali-
zado por la OMS en 2014, sefiala que en el 2012
se diagnosticaron 14 millones de nuevos casos y
8 millones de muertes relacionadas con céncer, y
estima que para el 2025 habrd anualmente mds de
22 millones de nuevos casos y mds de 13 millones
de muertes.'

Un trabajo reciente publicado en Lancet? indi-
ca que en los tltimos 15 afios se han diagnosticado
37.513.025 pacientes con cdncer en 71 paises que
reportan su informacién al CONCORD Working
Group, que es un grupo de investigadores de cdn-
cer nucleados en el London School of Hygiene &
Tropical Medicine y que registra los 18 tipos de
cdncer mds frecuentes en humanos, los que repre-
sentan el 75% del total de los cdnceres. Esto indica
aproximadamente unos 2,5 millones de diagnosti-
cados por afio en estos paises. Estas cifras son con-
cordantes con el informe de la Sociedad America-
na de Cdncer,® que indica que 810.170 mujeres
fueron diagnosticadas con cdncer durante 2015
en los Estados Unidos. Entre las mujeres sobrevi-
vientes de cdncer, una de cada 250 estd en edad
reproductiva (aproximadamente 3240 por afio).
Segtin Salama y col.,* el nimero de nifas prepu-
berales diagnosticadas en 2014 con cdncer en los
Estados Unidos rondé los cinco mil casos, con una
tasa de supervivencia a cinco afios del 82% debi-
do a los avances en el diagnéstico y el tratamiento
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temprano. El informe de la Sociedad Americana
de Céncer indica también que la cifra estimada a
nivel mundial de ninas prepuberales diagnostica-
das con cdncer anualmente rondarfa los 82.000
casos.” Concordantemente, el Registro Alemdn de
Céncer Infantil estimé en 2014 que el nimero de
nifias prepuberales diagnosticadas anualmente con
cdncer en Alemania es de aproximadamente 1000,
con una tasa de sobrevida a 5 afos del 81%.’

La pubertad en las nifias se refiere al proceso
fisiolégico de cambios secuenciales endocrinos, fi-
sicos y psicoldgicos que conducen al desarrollo de
las funciones sexuales y reproductivas. Con cierta
variabilidad observada segtin factores genéticos,
ambientales y nutricionales, la pubertad en las ni-
flas comienza usualmente a la edad de 9-11 afios
y se completa a la edad de 15-17 afios.*® Por de-
finicién, las nifas prepuberales son las nifias que
no han comenzado o completado la pubertad (de
0 a 15 anos).” Desde el punto de vista bioldgico,
las nifas prepuberales tienen un gran potencial
reproductivo debido a la gran cantidad de oocitos
en sus ovarios. El nimero mdximo de oocitos es
de aproximadamente 7 millones durante la vida
intrauterina media,'> '" luego desciende a apro-
ximadamente 2 millones al nacer y a casi medio
millén en la pubertad.'"'* Sin embargo, cuando
una nifa prepuberal es expuesta para el tratamien-
to del cdncer a quimioterapia y radioterapia agre-
sivas, la gonadotoxicidad ocurre como un efecto
secundario que puede provocar dafio ovdrico gra-
ve, agotamiento completo de los oocitos y pérdida
permanente del potencial reproductivo.'**®

Los cdnceres mds comunes en las nifias pre-
puberales en los Estados Unidos son la leucemia
(31%), las neoplasias del sistema nervioso central
(21%) y el linfoma (10%)." Del mismo modo,
los reportes en Alemania indican que son la leu-
cemia (30,9%), las neoplasias del sistema nervioso
central (23,7%) y el linfoma (14,1%).

A medida que aumenta el nimero de muje-
res jévenes y nifias prepuberales sobrevivientes de
cdncer, la calidad de vida después del tratamiento
del cdncer se estd convirtiendo en una considera-
cién cada vez mds importante, en particular en
paises como los Estados Unidos, Canadd, Austra-
lia, Nueva Zelanda, Finlandia, Islandia, Noruega
y Suecia, donde los porcentajes de sobrevida son
los mds altos del mundo.> %
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El objeto de esta revisién es presentar una ac-
tualizacién de las opciones disponibles para preser-
var el potencial reproductivo de mujeres jévenes y
nifias prepuberales diagnosticadas con cdncer, asi
como presentar la experiencia del IFER en conge-
lamiento de tejido ovdrico y su trasplante.

Tratamiento del cincer y gonadotoxicidad

Tanto en las mujeres jévenes como en las nifias
prepuberales, la quimioterapia y la radioterapia
pueden conducir a gonadotoxicidad, dafio ovdri-
co, disminucién de la cantidad de oocitos y poste-
rior riesgo de pérdida de potencial reproductivo.”
Estas consecuencias se relacionan principalmente
con dos elementos: 1) tipo, esquema de fracciona-
miento, dosis y campo de irradiacién utilizado,'®
2224y 2) la edad de la paciente al comienzo del
tratamiento.”*** La quimioterapia es la primera li-
nea de tratamiento para la mayorfa de los cdnceres
infantiles. Agentes alquilantes como ciclofosfami-
da, ifosfamida y procarbazina son los regimenes
mds gonadotéxicos para el ovario. La radioterapia
puede usarse sola o en combinacién con quimio-
terapia para el tratamiento de algunos cdnceres in-
fantiles y cdnceres en mujeres jévenes.”!

Los oocitos son de las células mds sensibles a
la radiacién.” La radioterapia pélvica, abdominal
y total son las mds gonadotdxicas para el ovario,
con dosis efectivas de esterilizacién total de 20,3
Gy al nacer, 18,4 Gy a los 10 afios y 16,5 Gy a
los 20 afios.**** El 50% de los oocitos humanos
inmaduros pueden destruirse por exposicién a 2
Gy de radiacién.”>

En las nifias prepuberales con cdncer, se estima
que el riesgo de pérdida del potencial reproduc-
tivo es:

1) Alto (mayor de 80%) en la irradiacién cor-
poral total, la radioterapia pélvica localizada, el
acondicionamiento de la quimioterapia para el
trasplante de médula dsea, en la enfermedad de
Hodgkin tratada con agentes alquilantes, el sarco-
ma de tejidos blandos (estadio IV) y el sarcoma de
Ewing metastdsico.

2) Moderado (entre 20 y 80%) en la leucemia
mielobldstica aguda, el hepatoblastoma, el osteo-
sarcoma, el sarcoma de Ewing (estadio II o III),
el neuroblastoma, el linfoma no Hodgkin, la En-

fermedad de Hodgkin (tratamiento alternante), la
radioterapia craneoespinal e irradiacién craneal en
dosis mayores a 24 Gy.

3) Bajo (menor a 20%) en la leucemia linfo-
bldstica aguda, el tumor de Wilms, el sarcoma de
tejidos blandos (estadio I), los tumores de células
germinales (con preservacién gonadal y sin radio-
terapia), el retinoblastoma y la irradiacién craneal
en dosis menores a 24 Gy.'> > '® Ademds del ries-
go de pérdida de potencial reproductivo, las mu-
jeres adultas sobrevivientes de cdnceres infantiles,
particularmente aquellas tratadas con radioterapia
abdominal o cerebral, muestran bajos resultados
reproductivos, que incluyen abortos espontdneos,
parto prematuro y bajo peso al nacer.?%

Alternativas de preservacién de la fertilidad
Para las mujeres jévenes con cdncer se pueden
ofrecer distintas alternativas de preservacién de la

fertilidad:

a) Opciones establecidas como clinicas, que
incluyen la criopreservacién de embriones y la
criopreservacién de oocitos;

b) opciones consideradas atin como experi-
mentales, como la criopreservacién y el autotras-
plante de tejido ovdrico.

Adicionalmente, existen una serie de opciones
no clinicas de preservacién de la fertilidad que se
encuentran en distintas fases de investigacién y
desarrollo, como el cultivo in vitro a partir de foli-
culos primordiales, el xenotrasplante, el autotras-
plante de ovario artificial, la congelacién de ovario

completo y las técnicas de proteccién ovdrica.>*3

Criopreservacién de embriones y de oocitos

Para las nifias prepuberales diagnosticadas con
cdncer, las primeras de estas opciones antes men-
cionadas no son viables, ya que requieren estimu-
lacién ovdrica previa y recuperacién posterior de
oocitos maduros, situacién no factible antes de la
pubertad debido a que el eje hipotdlamo-hipéfi-
sis-ovario se encuentra inactivo.

En el caso de mujeres jévenes diagnosticadas
con cédncer, la primera opcidn, de ser posible, es la
criopreservacién de embriones.” Esta es una téc-
nica ampliamente utilizada y estandarizada, con
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excelentes resultados a la fecha.’®* Sin embargo,
el procedimiento cldsico de crioconservacién de
embriones requiere aproximadamente dos sema-
nas, por lo que no es una opcién para mujeres que
tienen cdnceres agresivos y deben comenzar el tra-
tamiento oncoldgico de inmediato. Debido a que
deben someterse a una estimulacién ovdrica con
hormonas para producir évulos maduros, esta op-
cién tampoco se recomienda para las mujeres que
tienen cdnceres sensibles a las hormonas.

La segunda opcién disponible para pacientes
oncoldgicas jévenes es la criopreservacién de oo-
citos.* Desde el afio 2013, los procedimientos
para la criopreservacién de oocitos ya no se con-
sideran experimentales.® Este procedimiento estd
ampliamente validado en mujeres que realizan
procedimientos de reproduccién asistida y no de-
sean criopreservar embriones,” y en mujeres que
postergan su maternidad por diversas razones.””
8 Asi, la criopreservacién de oocitos proporciona
una alternativa a la crioconservacién de embriones
para aquellas pacientes oncoldgicas que no tienen
pareja o no quieren usar esperma donado. Sin em-
bargo, al igual que la criopreservacién embrionaria,
la crioconservacién de oocitos implica la utilizacién
de hormonas y estimulacién del ovario, por lo que
este método no es sugerido para mujeres con cdnce-
res que requieren tratamiento inmediato, cdnceres
sensibles a hormonas, o para nifias prepuberales.

Los oocitos recolectados luego de una estimu-
lacién ovdrica se pueden criopreservar como ooci-
tos maduros (estadio MII) o como oocitos inma-
duros (estadio MI o vesicula germinal). Si bien en
un principio se pensaba que la criopreservacién de
oocitos inmaduros podia ser equivalente a la de
oocitos maduros, una serie de estudios han mos-
trado que los oocitos maduros criopreservados
lograron mejores resultados en comparacién con
oocitos inmaduros criopreservados y madurados
in vitro luego de su descongelacién.®” > Por esta
razén, actualmente se sugiere que los oocitos in-
maduros captados sean madurados in vitro hasta
el estadio de MII y luego criopreservados como
oocitos maduros.’*>?

Debido a las contraindicaciones menciona-
das para la estimulacién ovdrica clésica, recien-
temente se han desarrollado dos tipos nuevos de
estimulacién ovdrica, uno de ellos para pacientes
jévenes con cdncer que deban comenzar el trata-

Reproduccién - Vol 33 / N° 4 / Diciembre 2018

miento oncolégico de inmediato (conocido con el
nombre de “estimulacién de inicio aleatorio”), y
el otro para mujeres con cdnceres sensibles a hor-
monas (“estimulacién por uso de inhibidores de
aromatasa o de tamoxifeno”).>"

En la estimulacién de inicio aleatorio, la esti-
mulacién ovdrica se inicia independientemente
de la fase del ciclo.’® > Este protocolo se basa en
el concepto reciente de que hay multiples oleadas
de reclutamiento de foliculos dentro de un dnico
periodo interovulatorio.”® Ademds, este enfoque es
posible porque el propdsito del protocolo es recu-
perar oocitos maduros del ovario y no requiere la
preparacién completa del ttero. Este protocolo mi-
nimiza las demoras en el inicio del tratamiento on-
colégico. Los resultados indicarfan que el nimero
de oocitos totales y maduros recuperados y las tasas
de fecundacién no diferirfan de los obtenidos con
ciclos convencionales de estimulacién ovdrica.”* >*-¢!

La posibilidad de iniciar aleatoriamente el ciclo
de estimulacién permite, si hay tiempo suficiente,
maximizar el resultado del ciclo realizando dos
estimulaciones consecutivas de inicio aleatorio.®?

En la estimulacién por el uso de inhibidores de
aromatasa para pacientes con tumores sensibles a
estrégenos, como el cdncer de mama, se ha utili-
zado la administracién diaria de letrozol durante
la estimulacién ovdrica para prevenir el aumento
de niveles de estradiol circulante. De esta manera
se alcanzan valores fisioldgicos de estradiol y no
se afecta la cantidad de oocitos recuperados, aun-
que se informd una menor tasa de maduracién
de los oocitos en los ciclos de letrozol en algu-
nos estudios.”* ® Este protocolo se usa solamen-
te para obtener oocitos para la criopreservacion,
después de lo cual los pacientes pueden proceder
a su tratamiento oncoldgico planificado. Con una
intencién semejante se utilizan esquemas de esti-
mulacién con tamoxifeno (modulador de recepto-
res estrogénicos), que en presencia de valores su-
prafisioldgicos de estradiol bloquea los receptores
estrogénicos presentes en los tumores. Estas esti-
mulaciones tienen menor recuperacién de oocitos
que las realizadas con letrozol.*

En ambas estimulaciones, la descarga realizada
con agonistas de GnRH en lugar de HCG colabo-
ra con la disminucién del riesgo en tumores hor-
monosensibles.®

Hasta el momento, los datos prospectivos so-



Oncofertilidad: criopreservacién de tejido ovérico

Alberto Valcarcel

bre el riesgo de la recurrencia del cdncer de mama
en pacientes sometidos a estimulacién ovdrica
con el protocolo de letrozol son tranquilizadores,
cuando se lo compara con el riesgo de recurrencia
en mujeres con cdncer de mama que no se some-
tieron a estimulacién ovdrica.® ¢

Criopreservacién y autotrasplante de tejido
ovidrico

Dentro de las opciones experimentales, la crio-
preservacién de tejido ovdrico, a diferencia de la crio-
preservacién de oocitos o embriones, no requiere de
estimulacién ovdrica hormonal o un retraso en el ini-
cio de la terapia contra el cdncer, y no hay necesidad
de un compafiero o donante de esperma.

La criopreservacién de tejido ovdrico puede ser
la mejor opcidn para preservar la fertilidad para
mujeres jévenes que no desean usar esperma do-
nado y para nifias prepuberes. Sin embargo, este
procedimiento es invasivo y requiere anestesia ge-
neral y extirpacién quirdrgica del tejido del ovario.
La cantidad de oocitos inmaduros contenidos en
los foliculos dentro del ovario es dependiente de la
edad, y se ha sugerido que esta técnica no debe ser
ofrecida a mujeres mayores de 39 afios.®® ¢

La congelacién de tejido ovdrico implica la ex-
traccién del tejido en forma quirtrgica, su conge-
lacién, su posterior descongelacién y el trasplante
del material al mismo paciente (autotrasplante).
Segtn las pautas mds recientes de preservacién
de la fertilidad femenina, la congelacién de tejido
ovirico y el autotrasplante adn se consideran ex-
perimentales.>> 3 ©7! En las nifias prepuberes, se
recomienda extraer la mitad o un ovario mediante
laparoscopia o minilaparotomia antes de iniciar
la quimioterapia o la radioterapia. Si el riesgo de
pérdida de potencial reproductivo es minimo o
moderado, la extraccién de menos de la mitad de
un ovario (20-30%) puede ser suficiente.”” Des-
pués de la extraccién quirtrgica, la corteza ovdrica
que contiene la gran mayoria de los oocitos se se-
para de la médula y se corta en trozos o tiras ultra
finas (- 10 x 5 x 1 mm cada uno), como paso pre-
vio a la congelacién. Al congelar el tejido ovérico
cortical, la mayorfa de los oocitos se conservan, asf
como el potencial reproductivo. El método estdn-
dar para la congelacién de tejido ovidrico cortical
es la congelacién lenta.”*””

Los rdpidos avances en los métodos de vitrifi-
cacién han llevado a la crioconservacién exitosa
de embriones y oocitos maduros. Sin embargo, a
diferencia de la criopreservacién de embriones y
oocitos, los primeros estudios que compararon la
congelacién lenta y la vitrificacién del tejido ovd-
rico presentaron resultados contradictorios.”® 8 #!

La mayoria de los nacimientos vivos humanos re-

portados se lograron después del trasplante de teji-

do ovidrico que se habia congelado lentamente,® *

y solo hay unos pocos informes de nacimientos vi-
vos a partir del trasplante de tejido ovédrico huma-
no vitrificado.** ® Esto probablemente se deba a
la reciente incorporacién de la vitrificacién como
metodologia de criopreservacién de tejido ovdri-
co. Los resultados de estudios recientes muestran
que tanto la vitrificacién como la congelacién len-
ta son capaces de preservar la morfologia folicular
y estromal,®® y un metaandlisis realizado por Shiy
col. sugiere que la vitrificacidn serfa mds efectiva
que la congelacién lenta en el mantenimiento de
las células primordiales y estromales.””

Después de la congelacién o vitrificacién, el
tejido ovdrico cortical se almacena en nitrégeno
liquido a -196°C. Una vez que la paciente onco-
l6gica es dada de alta de su enfermedad, su tejido
ovdrico almacenado se puede descongelar y volver
a trasplantar a ella (autotrasplante). En el caso par-
ticular de nifias prepuberales, el trasplante se debe
realizar después de la pubertad. El autotrasplante
de tejido ovdrico congelado/descongelado puede
ser ortotépico (en sitios pélvicos) o heterotépico
(en sitios extrapélvicos).® 7! 8892

El autotrasplante ortotépico. Implica el re-
trasplante del tejido ovdrico congelado-desconge-
lado en sitios pélvicos como el ovario restante, el
ligamento ancho del dtero o el peritoneo de la fosa
ovdrica. La técnica puede realizarse por laparosco-
pfa o minilaparotomia.”

Segtin los estudios publicados hasta la fecha,
se necesitan aproximadamente entre 4 y 6 meses
después del trasplante de tejido de la corteza ovd-
rica para la reanudacién del desarrollo folicular,
con un aumento en los niveles de estradiol.” Esto
es consistente con el hecho de que se requiere de
un perfodo de 4 a 6 meses para que un folicu-
lo primordial progrese a la etapa de foliculo an-
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tral grande con un oocito maduro. Otros autores
indican entre 2 y 9 meses como el lapso para la
reanudacién del desarrollo folicular, permitiendo
el embarazo espontdneo.” ' Solo un 5% de los
casos autotrasplantados no recuperaron la funcién
enddcrina.'”!

Desde que en 2004 Donnez y col. informa-
ron el primer embarazo y nacimiento exitoso de
trasplante de tiras de corteza ovdrica crioconser-
vadas,'” se han reportado a la fecha un total de
87 nacimientos en 69 mujeres, de un total de 318
mujeres que realizaron 360 procedimientos de
trasplante de tejido ovérico criopreservado a nivel
mundial. De los 131 embarazos registrados en 95
pacientes, el 51% correspondieron a concepcién
espontdnea, 33 % a procedimientos de reproduc-
cién asistida de alta complejidad, 1% a insemi-
nacién y del resto no se dispone de la informa-
cién.'*1% Casi todos los embarazos y nacimientos
se debieron al autotrasplante ortotépico del tejido
ovdrico congelado después de la pubertad.'® Se ha
establecido que la posibilidad de un nacimiento
vivo después del injerto del tejido ovdrico es de
aproximadamente entre un 20 y 30%.5 %7

Recientemente se ha publicado la recriopre-
servacién exitosa de tejido ovdrico que habia sido
congelado y trasplantado, y luego nuevamente ex-
tirpado, criopreservado y descongelado.'*®

Demeestere y col. reportaron el primer caso
de un embarazo espontdneo y nacimiento después
del autotrasplante combinado en sitios ortotépico
y heterotdpico de tejido ovdrico congelado duran-
te la infancia.'” Este resultado positivo confirma
la viabilidad de esta técnica para preservar la salud
reproductiva potencial de nifias prepuberales con
cdncer.’® 10

El autotrasplante heterotépico. Implica el
retrasplante del tejido ovdrico congelado/descon-
gelado a la misma paciente en sitios extrapélvicos
como el espacio subcutdneo del antebrazo o la
pared abdominal. Esta técnica es quirtirgicamente
mds ficil y generalmente estd indicada cuando el
autotrasplante ortotépico no es posible debido a
adherencias pélvicas inducidas por la radioterapia
severa. De dos a nueve meses después del autotras-
plante heterotdpico exitoso, las funciones ovdricas
pueden reanudarse, pero el embarazo solo es po-
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sible después de la realizacién de una técnica re-
productiva de alta complejidad.”?* %1% En todo
el mundo, esta técnica ha resultado en tres bebés
sanos y se debieron al autotrasplante heterotépico
de tejido ovdrico congelado después de la puber-
tad.'”® "' Hasta la fecha, no se ha informado el
nacimiento vivo después del autotrasplante hete-
rotépico de tejido ovdrico congelado durante la
infancia. Sin embargo, esta técnica puede ofrecer
a las nifas prepuberales con cdncer una nueva es-
peranza, ya que puede ser una buena alternativa al
autotrasplante ortotdpico en caso de adherencias
pélvicas.

Después del trasplante, la funcién ovdrica
continda por aproximadamente cinco afos en
promedio.®> ' Las causas de la baja tasa de super-
vivencia folicular después del trasplante del tejido
ovdrico son la lesién crioinducida al criopreservar/
descongelar y el dafio isquémico. Una correcta an-
giogénesis es esencial para la preservacién de los
foliculos y el aumento de la vida til del tejido
trasplantado.'

Las principales criticas al procedimiento de
congelacién/descongelacién de tejido ovérico y su
autotransplante radican en el riesgo de reintrodu-

14115 y 1a relativamente corta

116-118

cir células malignas,
duracién de los trasplantes de tejido ovdrico.
Con respecto a la primera de las criticas, Gellert y
col. realizaron una exhaustiva revisién bibliogréfi-
ca en la que muestran que, del total de pacientes
oncoldgicas que tuvieron recurrencia de la enfer-
medad, en ninguno de los casos esta recurrencia
pudo ser asociada al trasplante del tejido ovdrico.'”!

De todos modos, para minimizar el riesgo de
reintroducir células malignas, se han postulado
una serie de recomendaciones y medidas antes del
autotrasplante que incluyen: examen histoldgi-
co, inmunohistoquimico, reaccién en cadena de
la polimerasa y, a largo plazo, el xenoinjerto de
una pequefia porcién de tejido ovdrico para ex-
cluir malignidad. Otra recomendacién es la con-
traindicacién absoluta de autotrasplante en caso
de cdnceres de ovario o en tumores malignos que
pueden hacer metdstasis en ovarios, como leuce-
mia y otras enfermedades malignas hematoldgicas
(alto riesgo), mientras que la contraindicacién es
relativa en el caso de cdnceres gastrointestinales
(riesgo moderado), cdnceres de hueso y de tejido
conectivo (bajo riesgo).!"124
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Opciones no clinicas de preservacién de fer-
tilidad que se encuentran en distintas fases de
investigacién y desarrollo

Finalmente mencionaré algunas de las opcio-
nes en distintas fases de investigacién y desarro-
llo. A la fecha, algunos grupos han estudiado la
maduracién iz vitro de foliculos antrales de tejido
34125126 ¢] cultivo in vitro de foliculos pri-
mordiales, el xenotrasplante de tejido ovdri-
co humano y el autotrasplante de ovario ar-
tificial hecho de matriz de matrigel de alginato en
tres dimensiones y cargado con foliculos extraidos
de los ovarios de la misma paciente.'? 13- 133136

Las primeras dos opciones tienen desafios pen-
dientes que se centran en el desconocimiento de
las condiciones dptimas de cultivo durante los
largos perfodos de cultivo requeridos.''* 13 132 El
ovario artificial, aunque se encuentra en su etapa
inicial de desarrollo, ha mostrado resultados pro-
metedores en modelos animales.''? 13713

Otras aproximaciones al tema centran su aten-
cién en la proteccién ovdrica contra la quimiotera-
pia y la radioterapia. Varios grupos han estudiado
el autotrasplante de ovario entero con su pediculo
vascular, que previamente habia sido congelado/
descongelado. Estos estudios fueron realizados en
modelos animales o en humanos. Esta técnica re-
quiere la extirpacién quirdrgica de uno de los ova-
rios con una gran parte de su pediculo vascular,
luego crioperfusion y finalmente el congelamiento
lento o la vitrificacién. Después de descongelar, se
realiza el autotrasplante y la anastomosis micro-
vascular de los vasos ovdricos en la misma paciente
a través de una minilaparotomia o laparotomfa.
Desafortunadamente, esta técnica tiene mayores
riesgos para producir dafios en el material por el
proceso de congelacién en si mismo, la reintro-
duccién de células malignas, asi como mayores
complicaciones vasculares posoperatorias. Hasta
la fecha, el transplante de ovario completo conge-

lado/descongelado no ha producido nacimientos
140-144

ovdrico,
119, 127

128-132

vivos en mujeres adultas.

Dentro de las técnicas de proteccién ovdrica con-
tra la quimioterapia gonadotéxica y la radioterapia,
y que se encuentran en fase de investigacion y desa-
rrollo, debemos mencionar las técnicas quirdrgicas
y no quirtirgicas. Las técnicas quirdrgicas incluyen
la transposicion de los ovarios (ooforopexia), mien-

tras que las técnicas no quirtrgicas incluyen el uso
de andlogos de la hormona liberadora de gonadotro-
pina (GnRH) vy el fraccionamiento de dosis de qui-
mioterapia y radioterapia.'®% El fraccionamiento
de dosis de quimioterapia y radioterapia puede redu-
cir la gonadotoxicidad.3¢ 156157

A la fecha, la utilizacién de la ooforopexia se
considera discutible y no es factible cuando se usa
quimioterapia.?*3¢ 6 156157 Por su lado, el efecto
del uso de andlogos de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) es muy debatido y no es
factible cuando se usa radioterapia.’”®'*! Sin em-
bargo, el fraccionamiento de dosis de quimiotera-
pia y radioterapia pareceria que podria reducir la
gonadotoxicidad.? 3¢ 156

La experiencia de IFER

Nuestra experiencia en el tema comprende
desde enero de 2002 y hasta la fecha un total de
42 pacientes jévenes no puberales con diagndstico
de céncer, que procedieron a criopreservar tejido
ovdrico antes de iniciar su tratamiento oncolégi-
co. Del total de pacientes que criopreservaron, 19
fueron diagnosticadas con cdncer de mama, 6 con
cdncer de cuello de ttero, 10 con enfermedad de
Hodgkin, 6 con leucemia mieloide crénica y 1
con tumor de Askin.

De las 42 pacientes que criopreservaron, 2
fallecieron (4,8%), 38 no han requerido la utili-
zacion del material a la fecha (90,4%) y 2 proce-
dieron al descongelamiento y autotrasplante del
material (4,8%).

En la mayorfa de los casos (40), el tejido ové-
rico fue procesado, criopreservado y descongela-
do de acuerdo con la metodologia descripta por
Newton e Illingworth,” con algunas modificacio-
nes. El método de criopreservacién utilizado en
estos casos fue el método lento.

Recientemente se incorpord la vitrificacién de
tejido ovdrico como metodologfa de preservacién
en el IFER, contando con dos casos almacenados
a la fecha. En estos casos se siguié la metodologfa
descripta por Kagawa y col.'®> Ninguno de estos
casos fue descongelado a la fecha.

Técnica de congelamiento lento de tejido
ovarico

Obtencidn de la pieza de tejido ovdrico. Las
piezas de tejido ovdrico extraidas en quiréfano se
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colocaron en un tubo de 50ml (Falcon, Corning
Science México, México) que contenia medio Lei-
bovitz (Leibovitz’s L-15 (1x), GIBCO, Life Te-
chnology, Grand Island, USA) suplementado con
10% (v/v) de substituto sintético de suero (SSS,
Serum Substitute Supplement, Irvine Scientific,
Santa Ana, CA, USA) a 37°C. Asi fueron llevadas
hasta el laboratorio en donde se colocaron en una
placa de Petri mediana estéril con medio Leibovitz
suplementado limpio, y se procedié a la biseccién
y separacién de la porcién medular con un bisturi.
Asi, la corteza medular obtenida fue cortada en tiras
ultrafinas de - 10 x 5 x 1 mm cada una de ellas.

Criopreservacién por congelamiento lento.
Se preparé una solucién crioprotectora consistente
en etilenglicol (Ethylene glicol anhydrous 99,8%,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA) a una concen-
tracién de 1,5 mol/l en medio Leibovitz suplemen-
tado con 10% de SSS. La solucién crioprotectora
se alicuoté en crioviales de 1,8 ml (Nalgene, Nue-

va York, NY, EEUU) y se mantuvo a 4 °C hasta
su uso. Las piezas de tejido ovdrico se transfirieron
a crioviales (dos tiras por tubo) y se hicieron rodar
suavemente sobre un mezclador Coulter (Coulter
Electronics Ltd., Herts, Reino Unido) durante
25 minutos a 4 °C para permitir el equilibrio del
agente crioprotector. Los viales se enfriaron en una
congeladora de etanol programable (SISTEL Mo-
delo CM-02, Industria Argentina) de la siguiente
manera: (I) se enfrié a -2 °C/min desde 4 °C hasta
-9 °C; (II) luego se mantuvo durante 6 minutos
a -9 °C; (III) se indujo la formacién de cristales
(seeding, en inglés) a -9 °C manualmente; (IV) se
mantuvo durante 4 minutos mds a -9 °C; (V) se
enfrié a -0,3 °C/min desde -9 °C hasta -40 °C. A
esta temperatura los viales se sumergieron en nitré-

geno liquido a -198 °C.

Descongelacién del tejido ovdrico y tras-
plante. Para la descongelacién del material, se
tom6 un criovial individual (que contenia dos ti-

Figura 1. Preparacion y reinsercion del tejido ovdrico descongelado (Lorenzo, exposicion oral,

ASRM 2017).
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ras de tejido ovdrico) y se descongeld sumergiendo
el criovial en bafio térmico a 20 °C durante 1-2
minutos (-100°C/min). El tejido luego se lavé
repetidas veces con medio Leibovitz fresco hasta
ser preparado por el cirujano para ser injertado,
como lo muestra la Figura 1 (fotografias tomadas
de Lorenzo, exposicién oral, ASRM 2017).

Ambas pacientes autotrasplantadas recupe-
raron su actividad hormonal. Una de ellas no
buscé embarazo, mientras que la otra logré dos
nacimientos vivos (correspondiente a la paciente
con tumor de Askin). El primero de los embarazos
fue en forma espontdnea con el nacimiento de un
varén de 2,9 kg de peso mientras que el segundo
embarazo fue por inseminacién, con el nacimien-
to de una nifa de 3,3 kg de peso.''?

Técnica de vitrificacién de tejido ovdrico

Obtencidén de la pieza de tejido ovirico. El
tejido ovdrico extraido en quiréfano se colocé en

un tubo de 50 ml (Falcon, Corning Science Méxi-
co, México) que contenia solucién salina Dulbec-
co tamponada (PBS 1X, Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline Solution, Irvine Scientific, Santa
Ana, CA, USA) a temperatura ambiente. En el
laboratorio el tejido ovérico fue cortado en frag-
mentos de - 1 x 10 x 10 mm. Para lograr frag-
mentos de este tamafio y un grosor exacto de 1
mm se utilizé una placa de corte de tejido que tie-
ne un espacio de 10 mm cibicos en donde colocar
el tejido ovdrico y que es provisto con el equipo de
vitrificacién de tejido ovérico (Cryotech, Buenos
Aires, Argentina). La obtencién de trozos de cor-
teza ovdrica de 1 mm de grosor es fundamental no
solo para el éxito de la vitrificacién, sino también
para que una vez descongelado el material e injer-
tado, la revascularizacién del tejido sea correcta.

Procedimiento de vitrificacién. Los frag-
mentos de corteza ovdrica obtenidos fueron ini-
cialmente equilibrados en un medio de manejo

Figura 2. Preparacion y vitrificacion del tejido ovirico (cortesia de la Dra. Mariana Herndndez).

T 7

r" 5
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(HM, solucién TCM-99 tamponado con Hepes
y suplementado con 20% SSS) conteniendo 7,5%
etilenglicol y 7,5% dimetil sulféxido, durante 25
minutos. Luego el material se colocé en HM con
20% etilenglicol y 20% dimetil sulféxido duran-
te 15 minutos. El tejido ovérico, con un volumen
minimo de esta tltima solucién, fue entonces colo-
cado sobre una tira metélica fina con perforaciones
(provista en el equipo de vitrificacién), y sumer-
gida directamente en el nitrégeno liquido, luego
de lo cual la tira metdlica fenestrada con el tejido
ovdrico fue insertada en el interior del contenedor
definitivo del material y colocado en el interior del
tanque de nitrégeno liquido hasta su utilizacién.

Descongelamiento del tejido ovdrico y tras-
plante. Si bien no lo hemos realizado a la fecha
porque el material vitrificado permanece alma-
cenado, el procedimiento de descongelamiento
indica que deberemos quitar del contenedor de-
finitivo la tira metdlica fenestrada que contiene el
material vitrificado (siempre en nitrégeno liquido)
para luego sumergir rdpidamente la tira metélica
con el tejido ovdrico vitrificado en 40 ml de la so-
lucién HM suplementada con sacarosa 1,0 mol/l
ya37°C durante 1 minuto. Luego, ya separado de
la tira metélica fina, el fragmento de tejido ovdrico
deberd transferirse a 15 ml de una solucién HM
suplementada con sacarosa 0,5 mol/l y a tempe-
ratura ambiente por 5 minutos. Finalmente, los
fragmentos de tejido ovdrico descongelados debe-
rdn ser lavados dos veces en solucién HM durante
10 minutos. En ese momento, el material se en-
cuentra en condiciones para que el cirujano pueda
injertarlo, siguiendo la metodologfa ya descripta
anteriormente.

Conclusion

El nimero de mujeres jévenes y nifias prepube-
rales diagnosticadas con cdncer aumenta progresi-
vamente. Los tratamientos oncoldgicos pueden
conducir a gonadotoxicidad, dafio ovérico, dismi-
nucién de la cantidad de oocitos y posterior riesgo
de pérdida de potencial reproductivo. La preserva-
cién de la fertilidad en mujeres jévenes con cdn-
cer incluye la criopreservacién de embriones, de
oocitos y la criopreservacién y el autotrasplante de

Reproduccién - Vol 33 / N° 4 / Diciembre 2018

tejido ovdrico. En el caso de nifas prepuberales, la
congelacién de tejido ovérico y el autotrasplante
futuro es la alternativa mds aceptable. Sin embar-
go, esta técnica es una técnica quirtirgica altamen-
te invasiva y tiene dos desventajas importantes: el
riesgo de reintroducir células malignas y la relati-
vamente corta duracién de los trasplantes de teji-
do ovirico. Se debe ser cuidadoso antes de ofrecer
estas técnicas de preservacién de la fertilidad, en
particular a nifas prepuberales. El asesoramiento
temprano y la correcta evaluacién de los riesgos
de gonadotoxicidad son los elementos mds impor-
tantes en la toma de decisiones del proceso para
preservar el potencial reproductivo en pacientes
oncoldgicas.
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