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Resumen

Introduccién: el aumento de la tasa de curacién de pacientes jovenes con cancer hace
imprescindible planear estrategias que puedan disminuir las secuelas de los tratamientos. Las
repercusiones reproductivas son de las mas importantes.

Objetivo: presentar la instrumentacion del Programa de Preservacion de la Funciéon Ovérica
Frente al Cancer asi como publicar €l protocolo especifico de criopreservacion de tejido

ovarico aplicado.

Material y método: setomaron las primeras 15 pacientes en las que, cumpliendo los criterios
deinclusién, se opté por la estrategia de criopreservar tejido ovarico previo al inicio dela
quimioterapia. En 12 casos se les realizo la criopreservacion de un ovario con conservacion
del otro, con biopsia ovérica bilateral como Unico procedimiento. En los tres casos restantes se
asocié la traslocacion heterotdpica del otro ovario. Se describe el protocolo de
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criopreservacion utilizado.

Resultados: se realizé € procedimiento en 15 pacientes con distintos tipos de cancer que
requerian tratamiento altamente gonadotoxico. El procedimiento se realizo con éxito en todas.
Discusion y conclusiones: la conjuncion del esfuerzo multidisciplinario y multiinstitucional ha
puesto en marcha este programa, que instrumenta una técnica aln en desarrollo. Setrata deun
procedimiento a implementar dentro de un protocolo especifico. Constituye, no obstante y por
ahora, la Unica oportunidad para un grupo seleccionado de pacientes de preservar la funcién

ovarica hormonal y eventualmente reproductiva.

Palabrasclave. CRIOPRESERVACION.
OVARIO.

QUIMIOTERAPIA - efectos adver sos.

NEOPLAS AS— quimioterapia.
CONSERVACION DE TEJIDO.

Introduccién
Tasa de curacion

En lospacientesjévenesel avance en lostratamientos on-
coldgicos ha permitido alcanzar cifras de curacion im-
portantes. Tanto a nivel nacional como internacional, la
tasade curacion global aloscinco afios paranifiosy jove-
nes es mayor a 70%, llegando a alcanzar 80% en el caso
de las leucemias linfoblasticas agudas y 90% en €l caso
de los linfomas de Hodgkin®. Estas altas tasas de cura-
cién plantean un problema asociado: |as secuelas poscu-
raciony larepercus 6n endocrino-reproductiva, siendo esta
laque més impacta desde el punto de vista psicobiol 6gi-
co. El desarrollo de diferentes estrategias paraenfocar este
problema esta determinando el surgimiento de unanueva
disciplinaanivel internacional.

Gonadotoxicidad

L os agentes alquilantes, utilizados cominmenteen laqui-
mioterapia, son particularmente gonadotdxicosy su efec-
to es acumulativo, ademas la asociacién de varios agen-
tes potencian latoxicidad®. Losovarios son también muy
sensibles alaradioterapiay se ha establecido un modelo
de gonadotoxicidad relacionado alaedad. Ladosis esteri-
lizante para 97,5% de las pacientes es de 20 Gy alos 10
anos, 18 Gy alos 20 afosy 14 Gy alos 30 afios®. Estos
calculos son para dosis definidas como “esterilizantes’,
pero dosis menores pueden afectar en menor grado lare-
servafolicular ovarica exponiendo alas pacientes a una
falla ovérica precoz (FOP) diferida. De hecho, la dosis
necesaria para destruir 50% de |os ovocitos es menor a2
Gy™. Es especialmente riesgosa lairradiacion de las re-
giones anatdmicas proximas alaubicacion del ovario: ab-
domen (incluida regiones paraadrticas), pelvis (incluida
inguinal-iliaca), espina, en“Y” invertiday lairradiacion
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del cuerpo entero®. El potencial gonadotdxico maximo se
daen lacombinaci 6n radio-quimioterapia. Se hapublicado
un seguimiento a 20 afios de pacientestratadas con radio y
quimioterapia, 42% eran menopausicasalaedad de 31 afios
comparado con 5% de la poblacién control ©,

Fertilidad y capital folicular

El capital folicular (CF) eslimitado y se reduce esponté-
neamente con €l tiempo. Unos400 mil foliculosexisten al
momento de lamenarcay su disminucion progresiva de-
terminaunacaidadelafertilidad espontanea practicamen-
teapartir delos25afios®. A los37 afiosel CF esde 25 mil
y la fertilidad decrece mas rapidamente a partir de ese
momento, Sin embargo, |las menstruaciones perduran siem-
pre que el nimero defoliculos seamayor de mil. No obs-
tante, ante una agresion a las gonadas (radiacion o qui-
mioterapia) que pueda acelerar la declinacion natural del
capital folicular € resultado puede ser el desarrollo deuna
FOP?,

Muchaos oncologos son optimistas cuando observan
guefrecuentemente, luego delostratamientos parael can-
cer, sus pacientes jOvenes retoman las menstruaciones en
el corto plazo. Sin embargo, recientes estudios publica-
dos, queincluyen seguimientosalargo plazo, sefialan que
la repercusion en la funcién reproductiva y endocrina
ovérica es mayor de lo pensado inicialmente. Pacientes
jovenes (por su edad bioldgicay cronol 6gica), como con-
secuenciadelostratamientos, adquieren una* edad ovéri-
ca’ mucho mayor, pesealo cual siguen menstruando. Las
pacientes menores de 20 afios (las més resistentes a esta
secuel a) tienen globa mente unaprobabilidad de entre 20%
y 50% de quedar en amenorrealuego del tratamiento (va-
riasegin el tipo y ladosis), pero existe un riesgo de 60%
de desarrollar una FOP. Quiere decir que muchas pacien-
tes que menstrian presentan lo que sellamaunafallaova
rica oculta (FOO). Esto significa que si bien el capital
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folicular ovérico esta por encima del rango critico para
mantener |as menstruaciones, estd muy por debajo del co-
rrespondiente alaedad cronol égica®. Latasade embara-
Z0s espontaneos en este grupo no supera 28%. En pacien-
tes mayores de 20 afios |a situacién esimpactante, yaque
|a tasa de amenorrea es de 80%, la de FOO 90% y hay
s6lo 5% de embarazos espontdneos®. En las nifias que
requieren trasplante de médula Gsea sdlo 19% conserva
unafuncion ovéricanormal, y este porcentaje es virtual-
mente 0% en las pacientes de mas edad™®.

Criopreservacion, dano celular y criopreservantes.
Problemas y soluciones

La criobiologia ha aportado conocimientos y herramien-
tas de gran utilidad para la preservacién de tejidos. El
descenso térmico induce € cambio del agua del estado
liquido al sdlido-cristalino, y a mismo tiempo inhibe €l
metabolismo celular. El hidlo esun solvente practicamente
nulo, por lo cual (al momento del crecimiento del frente
sdlido cristalino) los solutos del medio se desplazan y
concentran en el compartimiento liquido del sistema. La
hiperosmolaridad resultante de esta fraccion liquida del
espacio extracelular determinaun fendmeno de deshidra-
tacion celular através de un fendbmeno de osmosis pasiva.
Es asi que € dishaance osmaético resultante determina
sufrimiento y muerte celular por alteracion de los equili-
briosiénicos, con laconsiguiente desestabilizacion delas
proteinas celulares y pérdida definitiva de la funcionali-
dad estereo-quimicade las mismas. Concomitantemente,
€l hielo provocadafio y rupturatisular por expansion me-
canica™ y lahiperosmolaridad del compartimiento liqui-
do modifica las propiedades coligativas del medio, des-
cendiendo latemperaturade cristalizacion eincrementando
laviscosidad. Enlaformacion decristalesy el dafio tisular
resultante influyen variablestales como el volumen dela
muestra, la viscosidad del sistemay lavelocidad de en-
friamiento®2,

El fendbmeno de la cristalizacion intracel ular también
contribuye a la desorganizacién estructural de los
organel os, con severos efectos del etéreos sobre |os com-
ponentes ultraestructurales del tejido. Laimportanciade
lacristalizacion intracelular es conocida desde los traba-
josde Mazur enladécadade 1960%%*4, Ladisminucion en
laformacidn de cristales del medio intracelular es condi-
¢ion necesaria (pero no suficiente) paragarantizar lavia-
bilidad celular. Espor ello quelavelocidad de enfriamien-
to es una variable esencial para mantener la viabilidad
posdescongel ado, debido a que el dafio celular es muy
dependiente del grado de deshidratacion del medio intra-
celulary laformacién de cristalesintracelulares.

Lautilizacién de aditivos crioconservadores buscala
modificacién de variables fisico-quimicas y termoding
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micas, evitando el mayor dafio posible ala poblacion ce-
lular. Sin embargo, se debe recordar que los criopreser-
vantes (CP) también tienen efectos toxicos sobre los teji-
dos que son; concentracion, dosis, temperaturay tiempo
dependientes®>19),

Bésicamente, los crioprotectores protegen el medio
bioldgico por diferentes mecanismos: @) contrarrestando
lahiperosmolaridad del compartimiento liquido; b) redu-
ciendo la deshidratacién celular y, por tanto, el colapso
delas membranasy |os organel os; ¢) minimizando lafor-
macion de hielo intracelular.

Existen dostipos de sustancias crioprotectoras: a) per-
meablesalasmembranas celulares, deaccionintray extra
celular, con bajo peso molecular, como, por gemplo, €
dimetil sulféxido (DM SO) o € glicerol; b) polimerosim-
permeables a las membranas, de accion exclusivamente
extracelular y de alto peso molecular, como lapolivinilpi-
rrolidona o € hidroxi-etil-stach.

Los crioprotectores permeables como el DM SO ac-
tan a bajas concentraciones (menor a 3 molar). Actdan
estabilizando los equilibrios quimicos en las membranas
celulares por accion electrostética, y a nivel intracelular
reduce la formacion del hielo intracelular gracias a los
cambios en | as propiedades coligativas del medid*’®. Se
postulaa DM SO como uno de los mejores CP gracias a
su capacidad de permeaci 6n precongel amiento parael te-
jido ovérico humano9,

En relacion con latemperatura de almacenamiento, se
conoce que a-196° C (temperaturadel nitrégeno liquido)
no existe ninguna posibilidad de intercambio quimico
molecular, a no haber suficiente energiaquimicade acti-
vacion. Esta condicién hace, por lo tanto, indefinido el
tiempo de almacenamiento a esta temperatura. Para €l
descongelamiento las técnicas de calentamiento répidas
mediante lainmersi6n de las muestras congel adas en bafio
a37° C (diferencial térmicade 233° C desde € nitrogeno
liquido a -196° C), aseguran una tasa de calentamiento
suficientemente alta para evitar fenémenos termofisicos
generadores de lesién tisular por destruccion celular.

Por dltimo, entre las variables que deben ser conside-
radas para la mejor viabilidad posdescongelado, se en-
cuentraladilucién osmolar progresivamente decreciente
a que debe ser sometido €l tejido dentro del liquido des-
congelado alos efectos de evitar el shock osmético desde
las condiciones de dicho liquido al medio isoténico

La criopreservacion del ovario

L os primeros trabaj os relacionados con €l ovario sereco-
gen de la literatura y fueron realizados en ratas y rato-
nes®2), | acortezaovéricaalbergaunapoblacién de fo-
liculos primordiales que son poco dafiadas por |os proce-
dimientos criopreservantes®. El estudio de la cortical
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ovéricacriopreservaday descongel adautilizando DM SO
mostr6 lanormalidad morfol 6gicade susfoliculos®. Estos
foliculos criopreservados, y luego descongelados, al ser
aislados enziméticamente muestran al microscopio elec-
trénico integridad estructural y viabilidad al usar técnicas
especificas de tincion vita@. El éxito funcional del mo-
delo de criopreservacion ovérica se hademostrado por la
restitucion de lafuncion reproductiva que se ha observa-
do en protocol os experimentales de ratén con implantes
ortotOpicos. Lacriopreservaciony autoimplante detejido
ovérico humano generaunasustancial reduccion en el ta-
mario de la poblacion folicular recuperada en el descon-
gelamiento®. Pero la prueba mayor de la integridad de
este tgjido es la publicacion reciente de dos embarazos
luego de reimplantado €l tejido ovérico que se habia
criopreservado®.

Objetivo

En nuestro pais, desde noviembre de 2004 se esta
implementando un Programa de Preservacion de la Fun-
cién Ové&ricafrentea Cancer, quereline esfuerzosdeva-
riasinstitucionesy disciplinas biomédicas. El objetivo de
este articulo esdifundir el programamediante lapublica
cién del protocolo de estudio, sus criteriosdeinclusiony
la casuistica correspondiente.

Material y método
Aspectos éticos y legales

El protocolo fue sometido a consideracion y finalmente
aprobado por el Comité de EticadelaFacultad de M edici-
na de la Universidad de la Republica Oriental del Uru-
guay (expediente N° 071140-000442-05) y por €l Institu-
to Nacional de Donacién y Trasplantes de Células, Teji-
dosy Organos (INDY T). De esta forma quedan contem-
plados los requerimientos éticos, de registros y legales
necesarios. Luego de iniciado este programa se publicd
un consenso de la Federacion Internaciona de Ginecolo-
giay Obstetricia (FI GO), que es coincidente con nuestros
criterios®.

Seleccién de pacientes

No existe un modo especifico mediante €l cual se pueda
establecer €l riesgo preciso de gonadotoxicidad de los
tratamientos, por |o que debe considerarse en términos de
probabilidades, basadas estas en |as consideraciones re-
sultantes de la observacién de | as series publicadas hasta
el momento. Latabla 1 muestrauna estimacion de riesgo
seglin enfermedad y tratamiento sobre la que hay, en ge-
neral, acuerdo y que aplica nuestro programa®.
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Criterios de inclusion. Hay consenso a nivel internacio-
nal sobrelos criterios de inclusion, basados en laestima-
cion del riesgo y los beneficios, los que también aplica-
mos en nuestro protocolo®. En base a estos criterios se
ofrece el procedimiento alaspacientesenlasqueel riesgo
gonadotdxico es muy elevado, pero que ademas tienen
una alta tasa de probabilidades de curacion y que por su
juventud puede garantizarse la preservacion de un capital
folicular significativo. Latabla2 resume estoscriteriosde
inclusion.

Criteriosde exclusion. Se excluyen las pacientesinfecta
dasconlosvirusdeVIH y delahepatitisB, y aquellasque
no comprenden o no aceptan e procedimiento.

Luego del tamizajeinicial las pacientes fueron entre-
vistadasy recibieron una cartilla de informacién sobre el
procedimiento. Ladecision final latomalapacientejunto

Tabla 1. Riesgo gonadotéxico segun enfermedad
o tratamiento aplicado

Riesgo gonadotdxico méas elevado (méas de 80%)

Irradiacion de cuerpo entero.

Irradiacion pélvica.

Quimioterapia a altas dosis con trasplante de médula
Osea.

Enfermedad de Hodgkin tratada con agentes
alquilantes.

Sarcomas de partes blandas estadio IV.

Sarcoma de Ewing metastatico.

Riesgo de nivel intermedio

Leucemia mieloblastica aguda.

Linfoma no Hodgkin o Hodgkin con protocolos
alternativos.

Hepatoblastomas y osteosarcomas.

Sarcoma de Ewing no metastasico.

Tabla 2. Seleccién de pacientes

Pacientes jovenes - Sin hijos.

Sin previa quimioterapia o con quimioterapia de
bajo potencial gonadotéxico.

Probabilidad significativa de curacion.

Quimioterapia de alto potencial gonadotoxico
(mayor a 50%).

Consentimiento informado.

Serologia negativa para HIV y hepatitis.
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con su familia en un plazo promedio de dos a tres dias
segun las circunstancias. Las pacientes firmaron dos con-
sentimientos informados, uno especifico para € progra-
ma, y otro en el INDYT, y son incorporadas al sistema
propio de registros de este banco, que por su ata calidad
garantiza uno de los requerimientos més dificiles, que es
€l de un sistema de registros eficiente alargo plazo.

Extraccion del material

Salvo en un caso (N° 1) en que se extrajo €l ovario a
momento de lalaparotomia parael tratamiento de cancer
de cérvix uterino, en todos|os demas se extrajo un ovario
mediante laparoscopia quirdrgica o minilaparotomia
suprapubica. El ovario luego essumergido en liquido para
transporte de 6rganos: RPMI 1640, més a blmina huma-
naa10%, a efectos de preservar al maximo las condicio-
nes de nutricion del tgjido. Luego es conservado a0 gra-
doy transportado al INDYT.

Conducta con el ovario restante:

— Enel caso N°1, tratandose de un cancer de cérvix ute-
rino que seguramenteibaarequerir radioterapia, y para
intentar protegerlo de esta, se trandocd a un sitio lo
més algjado posible del campo durante la laparoto-
mia.

— End casoN° 2, también un cancer de cérvix uterino, el
ovario restante se implanté directamente en un sitio
heterotdpico el (subcutaneo braquial).

— Enéd caso N° 4, un neuroependimomarecidivado, tam-
bién se extrajo €l segundo ovario y sereaizé un tras-
plante subcutaneo heterotdpico en fresco, ya que tan-
to ladosis como laextension delaradioterapiaque se
planeabarealizar no dejaron otraopcion.

— Enlos 12 casos restantes no se realizd ningln proce-
dimiento adicional sobre el segundo ovario.

El Unico caso de descongel amiento programado es el
N°1, enlaque se reimplant6 50% del tejido ovérico en el
espacio subdérmico braquia derecho.

En todos los casos se enviaron biopsias adicionales
de ambosovarios paralabulsguedade célulastumoralesy
recuento folicular. El tiempo en el transporte del material
nunca fue superior alos 20 minutos.

Protocolo de criopreservacion

El mismo se desarroll6 con &l asesoramiento técnico dela
Universidad deBarcelona(Dr. Callgoy colaboradores). El

* RPMI 1640 Medium® Cat. 1060120 MP Biomedicals, LLC.
1263 South Chillicothe Rd. Aurora, Ohaio 44202
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tejido cortical ovarico proveniente de cada paciente fue
procesado bajo camara de flujo laminar’ en condiciones
de estricta asepsia quirdrgica. Se procedio a fracciona-
miento deldminasdetejido de2 a4 mmdelargo por 1a2
mm de ancho. Los liquidos de preservacion se constitu-
yeron con 85% deRPMI 1640" como medio decultivo, 5%
de abiminahumana® como medio de suplementoy 10%
deDMSO" como medio criopreservante. El protocolo de
impregnacion del tejido para los liquidos se realizd por
inmersion de los segmentos ovéricos en |os mismos du-
rante 20 minutosa4° C bajo agitacién mecanicasuave, en
acuerdo con los protocolos modificados de Callgjo y co-
|aboradores®. Finamente, dos atres segmentos por vial
seenvasaron paraun volumenfinal de3,5ccencrioviaes
estériles de taparosca™. Seutilizo el protocolo de conge-
lamiento programado de Callejo®® mediante equipo
Controlled Rate Freezing System™ de acuerdo con los
siguientes pasos:

1 10°a-7°a2%min mantenimientoa-7°cdurante10min
2. -7°a-17°a0,3%min.

3. -17°a-25°a25%min mantenimiento a-25°durante5min
4, -25°a-17°a15%min.

5. -17°a- 40° a0,3%min.

6. -40°a-140°a10%min.

Latemperaturade almacenamiento final alcanzadaes
de -142° C en equipo Mark 1115,

Técnica de descongelamiento

Consiste en:

=

Exposicién atemperaturaambiente: 2 min.
Exposicion a37° ¢ hastaliquefaccion total.

3. Cuatro lavados en concentraciones decrecientes de
DMSO d 5%, 2,5%, 1,25%, 0% en RPM | durante5min
cada uno.

N

T Microflow, Laminar Flow Work Station, MDH Ltd, Wal Worth Road
Andover Hants England SR10.5.AA.

¥ RPMI 1640 Medium® Cat. 1060120 MP Biomedicals, LLC.
1263 South Chillicothe Rd. Aurora, Ohaio 44202.

§ UNC HEMODERIVADOS® L ab. de Hemoderivados delaUniversi-
dad Nacional de Cérdoba. Av. Valparaiso s/n Rep. Argentina.

1 MALLINCKRODT AR ® Mallinckrodt Specialty Chemicals Co.
Paris, Kentucky 40361.

Tt CRYOVIAL PK 100® Simport Ltd. 176 Rue du Parc, Belowll,
Quebec. Canada.

FfModel 9000 -Gordinier Electronics, Inc. 29975 Parkway-Roseville,
Michigan 48066 USA.

88 Temperature and Liquid Level Controller, Taylor, Wharton.
Theodore, Alabama USA.
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Estudio histolégico

En todas | as pacientes se tomaron biopsias de ambos ova-
rios con dos finalidades, certificar 1a ausencia de enfer-
medad de base en €l tgjido y realizar €l conteo de folicu-
los por mm?. Promedial mente se encontraron 12 foliculos
primordiales por mm? como €l casodelafigural. Setrata
delabiopsiade lapaciente N° 3 de 31 afios con diagndsti-
co de enfermedad de Hodgkin. No obstante, dadalairre-
gularidad de ladistribucién folicular dentro de la corteza
ovérica, hoy se sabe que estas biopsias son de dudosa uti-
lidad paraestimar lareservaovérica®. Peseadlo, lasbiop-
sias bilateral es continlian siendo de rigor para estudiar la
posibilidad de células tumorales en €l tejido ovérico.

Resultados

Durantee periodo noviembre de 2004 amarzo de 2006 (16
meses) ingresaron a programa 15 pacientesdeentre 12y
35 afios, referidas de centros hemato-oncol 6gicos,
ginecol6gicosy de oncologia pediatricadel Uruguay. La
casuisticase muestraen latabla 3. L os casos presentados,
en acuerdo con € protocolo aplicado, son pacientes de
entre 12 y 35 afios, sin hijos, procedentes en seis casos
del ambito privado y en nueve del publico.

En cuanto a los diagndsticos oncol 6gicos encontra-
mos dos carcinomas de cérvix uterino con extension
pélvica, seislinfomasde Hodgkin, unlinfomano Hodgkin,
cuatro leucemias, unaneuroependimimalumbosacroy un
cancer demama.

En cuanto a las consideraciones especiales de algu-
nos casos destacamos:

— Ené caso N° 1, simultdneamente a la extraccion de
un ovario para criopreservacion, se transloco € otro
al espacio subfrénico. A pesar de la translocacion y
como consecuenciade laradioterapia, la paciente en-
tr6 en falla ovarica (alos cuatro-cinco meses de fina-
lizadalaradioterapia: FSH de 93 mu/ml, estradiol in-
dosificabley claros sintomas detipo climatérico). Esta
paciente solicité reimplante de tejido ovérico, el que
se le realiz6 injertando 50% del material a un sitio
heterotépico (braquial). En la evolucién mostré bue-
na vascularizacién, alos cinco meses se observo cre-
cimiento folicular y recuperacion funcional con au-
mento del estradiol y reduccion delaFSH. Enlafigu-
ra2 se muestramediante ecografia el implante vascu-
larizado de este caso con dos folicul os pequefios.

— Enél caso N° 2, una paciente portadora de cancer de
cérvix uterino, se optd por criopreservar un ovario y
realizar un autoinjerto heterotépico “en fresco” del
tejido del otro ovario, con buenarecuperacion funcio-
nal y reclutamiento folicular alos cuatro mesesdein-
tervenida.
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Figura 1. Biopsia de ovario de la paciente N° 3.
Se observan foliculos

Figura 2. Caso N° 1. Implante vascularizado con dos
foliculos pequefios

— Enéel caso N° 4, unapaciente portadorade unarecidi-
vade un neuroependimoma de ubicacion pélvicaque,
antes de recibir una dosis masiva de radioterapia
abdomino-pélvica, secriopreservo unovarioy a otro
se le efectud un trasplante heterotopico en fresco. La
radioterapia determiné unafalla ovérica aguda (FSH
113 mu/ml y estradiol indosificable), pero el implante
subcuténeo braquial al tercer mes demostré recupera-
cién funcional y de maduracion folicular, luego delo
cual lapacientereinicio los ciclos menstruales.

Enlos 12 casosrestantes selesrealiz6 el procedimien-
to clésico de criopreservacion de un ovario con conserva
cion del otro, con biopsiaovéricabilateral como se mues-
traenlatabla3.

Discusion

Del punto de vista biol6gico y de los resultados repro-
ductivos lamejor forma de preservar lafertilidad en una
mujer joven que va a recibir tratamiento quimioterdpico
gonadotdxico es criopreservar embriones para su poste-
rior transferencia. Sin embargo, este procedimiento tiene
grandes limitaciones: @) requiere retardar € tratamiento
oncoldgico para efectuar el estimulo ovéricoy laaspira
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Tabla 3. Casuistica del protocolo
Caso Edad Diagnéstico Ooforectomia Procedimiento Reimplante
1 28 Cancer de cérvix uterino Unilateral Translocacion. 1 + Heterotopico
criopreservacion. 2
2 34  Cancer de cérvix uterino Bilateral Trasplante heterotopico. 1 + No
criopreservacion. 2
3 31 Hodgkin Unilateral Criopreservacion No
4 13  Neuroependimoma recidivado Bilateral Trasplante heterotopico. 1 + No
lumbo-sacro criopreservacion. 2
5 22 Leucemia linfoblastica Unilateral Criopreservacion No
6 24 Leucemia mieloide Unilateral Criopreservacion No
7 27  Hodgkin Unilateral Criopreservacion No
8 34  Hodgkin Unilateral Criopreservacion No
9 18 No Hodgkin Unilateral Criopreservacion No
10 12 Hodgkin Unilateral Criopreservacion No
11 18 Hodgkin Unilateral Criopreservacion No
12 28 Leucemia linfoide aguda Unilateral Criopreservacion No
13 26  Leucemia mieloide crénica Unilateral Criopreservacion No
14 22 Hodgkin Unilateral Criopreservacion No
15 27  Cancer de mama Unilateral Criopreservacion No

cion ovocitaria; b) debe existir unaparejaconstituidacon
deseos concepcionales claros; ¢) se agrega un importante
costo adicional al propio de laenfermedad de base; d) la
situacién psicol dgicano es apta para esta decision que es
de preocupacion por la muerte. Por todo €ello, las condi-
ciones propicias para criopreservar embriones se dan ex-
cepciona mente en pacientes tan jovenes.

Este programa ofrece unaoportunidad de bajo costo y
menos compleja desde varios puntos de vista (retraso del
tratamiento, situacion de pareja, psicol égica, etcétera). Sin
embargo, dado que los resultados obtenidos son audn pre-
liminares, el procedimiento no se debe ofrecer por fuera
del protocolo establecido y aprobado. Un gran impulso
han tomado programas similares que yafuncionan en Eu-
ropa y Estados Unidos, por los embarazos logrados de
reimplantes ovaricos. No obstante, desconocemos real-
mente cuantos intentos no se han publicado, generando
asi un sesgo de publicacién. De todas formas, se estan
criopreservando fragmentos ovéricos que en algunos ca-
sos serén reimplantados dentro de 10, 15y hasta 20 afios.
Esto dalaposibilidad de mejorar latécnicay susresulta-
dosalaesperaque (al igual que con lastécnicas de ferti-
lizaci6n asi stidas en donde sus resultados mejoraron radi-
calmente con su perfeccionamiento), podamosrei mplantar
con resultados més ciertos.

No hay duda que con el tiempo conoceremos mas so-
bre las técnicas de reimplante, pero la posibilidad futura
de practicarlo s6lo se dara si desde ahora conservamos
tejido criopreservado. En latabla 4 se muestran los casos
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de reimplantes ovérico criopreservado que fueron comu-
nicados, alos que se agrega nuestro caso N° 1.

En nuestra serie no se ha reimplantado ninguna pa-
ciente en situacion ortotdpica con fines de restablecer la
fertilidad, y esto no ocurrird hasta un periodo de cuatro o
cinco afios, cuando | as pacientes cumplan con criteriosde
curacion. Las publicaciones referidas en latabla 4 infor-
man casos de reimplantes de tejido ovérico previamente
criopreservado, seis de ellos ortotépicosy cuatro hetero-
tépicos, alos que se agrega nuestra paciente (paciente N°
1)@8333942) Excepto un caso (Oktay, 2000)®? en el que al
menos se restablecio el estatus hormonal, en los demas
hubo crecimiento folicular, aun en los trasplantes hetero-
tépicos.

En otro caso (Oktay, 2004)@" se aspiraron foliculos
del implante heterotdpico durante ocho ciclos consecuti-
vos. Mediante fertilizacion in vitro (FIV) selograron va
rios embriones que, sin embargo, no progresaron a mo-
mento de la transferencia. En dos casos de implantes or-
totdpicos, estos permitieron embarazos con nacidos vi-
VOS Sanos: en un caso espontaneo (Donnez, 2004)28 y otro
mediante procedimiento defertilizacion asistida(Meirow,
2005)@). No obstante, ha sido cuestionado el caso de
Donnez debido ala posibilidad de que el ovario restante
(no reimplantado) pueda presentar ovulacion esporéadica
(peseaque setratade unafallaovéricadocumentada)4?.
El caso de Meirow parece indiscutible

M &s recientemente una publicacién (Oktay, 2006)“?
ha llamado |a atencion. Presenta el caso de una paciente
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Tabla 4. Reimplante de tejido ovarico previamente criopreservado

Oktay® 2004 30 Céancer de mama

Autor Edad Diagndstico Reimplante Resultado Duracion funcional
del implante

Oktay™ 1999 28 Ooforectomia bilateral por Ortotdpico Crecimiento folicular Breve
enfermedad benigna

Oktay> 2000 29 Ooforectomia bilateral por Ortotdpico Reestablecimiento 10 meses
enfermedad benigna enddcrino

Radford®®* 2001 36 Hodgkin Ortotopico Crecimiento folicular 9 meses

Donnez?® 2004 25 Hodgkin Ortotopico Embarazo *

Kim3¢ 2004 37 Cancer cuello uterino Heterotépico Crecimiento folicular 7 meses

Heterotdpico

Kirsten L% 2004 32 Hodgkin Ortotoépico Crecimiento folicular 7 meses
Meirow?® 2005 28 Hodgkin Ortot6pico Embarazo ?*
Coppola- 26  Cancer cuello uterino Heterotopico Crecimiento folicular *
Martinez 2006

Oktay* 2006 32 Hodgkin Heterotopico Embarazo ?*

Recuperacion folicular  aspiracion folicular -

8 meses -?*

mismo se mantiene

* En estos casos se comunicé un buen resultado funcional del implante, desconociéndose a la realizacion del articulo si el

de 32 arios portadora de un linfoma que, previo a trata-
miento, se realizo la criopreservacion de un ovario. Lue-
go del tratamiento se confirmé una falla ovérica por los
siguientes 2,5 afios. En ese momento fue trasplantado te-
jido cortical ovarico a subcutaneo abdominal (heteroto-
pico). Luego de este reimplante serestabl ecieron las ovu-
laciones del ovario ortotdpico, atal punto que ocurrié un
embarazo espontaneo.

Esto ha cuestionado el concepto tradicional de que el
ovario tiene un ndmero limitado de foliculos®. Se esta
planteando un circuito regenerativo a partir de Stem
Cell®_ En esta Ultima publicacién de Oktay“?, donde €l
ovario, luego de unafalla ovarica, es “regenerado” des-
puésdel implante subcutaneo seriaexplicado por este me-
canismo. En ese articulo se planteala posibilidad de que
la quimioterapialesione no solo los foliculos primordia-
lessino las sefiales que inducen laregeneracion folicular,
mecanismo que seriarecompuesto a implantar tejido no
lesionado. Sin duda, de confirmarse, estariamos ante un
cambio radical en los paradigmas tradicionales de la fi-
siologiaovarica.

Un problemaadicional de estetipo deprogramasesla
posibilidad latente de reimplantar célulastumoralescon el
tejido ovarico, sobre todo en algunasleucemias, linfomas
y en el cancer de mama. Si bien € tejido es biopsiado
previo ala criopreservacién, y los grupos que han reim-
plantado vuelven aestudiar otro fragmento antesdel reim-
plante, siempre existe la posibilidad de que en otro seg-
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mento ovérico si existan célulastumorales. Sin embargo,
este riesgo no debe ser exagerado ni ignorado. Muchos
tumores directamente no se relacionan con metéstasis
ovérica. Sehadiscutido este aspecto, y es preciso relacio-
narlo alahistoria natural del tumor y a su estadio. En €l
caso de cancer de mama, por g emplo, esta aceptado que
enestadiosdel | a |11, si setratade un carcinomaductal,
no esté contraindicada la criopreservacion ni el reim-
plante. Aun en el caso que corroboramos infiltracion
ovéricacontinuamos con lacriopreservacion, es que nue-
vas técnicas de maduracion in vitro de ovocitos estén en
curso y no sabemos cuéndo estaran disponibles“®. En es-
tos casos se podran aislar los ovacitos del resto del parén-
quima.

Conclusiones

Lapresente casuisticaplasmael protocoloy lainstrumen-
tacion del Programa de Preservacién de la Funcion Ova
ricafrentea Céncer, programaque hacumplido tanto los
pasos éticos (aprobacion del Comité de Eticade laFacul-
tad de Medicina), como legales (Instituto Nacional de Do-
nacion y Trasplantes de Céulas, Tejidosy Organos) y se
encuentraen plenaaplicacion. Con el asesoramiento téc-
nico de la Universidad de Barcel ona se halogrado poner
apunto estatécnicaque constituye hoy la tinicaoportuni-
dad para un nimero creciente de pacientes que logran la
curacion del cancer.
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L as caracteristicas de largo plazo del protocolo hacen
quee control estatal de este programaes—anuestro pare-
cer— la Uinica garantia de custodia del material biologico
durante varios afiosy aveces por varias décadas en espe-
rade su utilizacion. Laimplementacion desde e ambito
publico es otra novedad, en un programa que ha hacido
en laFacultad de Medicina, se haaplicado desde €l Hos-
pital PereiraRossell y se haextendido a &mbito privado.

Summary

Background: the improvement of curation ratesin young
patients with cancer leads to plan strategies that decrease
treatment sequel ae, specially reproductive repercussions.

Objective: to present the Preservation of the Ovarian
Function Program in patients with cancer ant to publish
the Cryopreservation of Ovarian Cortex Protocol.

Methods: weincluded thefirst 15 patientsthat met the
inclusion criteria, and who would be undergoing
cryopreservation of ovariantissue prior to chimiotherapy.

Cryopreservation of one ovary with bilateral ovarian
biopsy as a unique procedure was performed in 12 pa-
tients. In the remaining 3 patients, heterotopic transloca-
tion was associated with the left ovary. We describe the
cryopreservation protocol we used.

Results: successful cryopreservation was performed
in 15 patients carriers of diverse cancers who needed
gonadotoxic treatment.

Discussion and conclusions: multidisciplinary and
multi-ingtitutional efforts have allowed to develop this
program that orchestrate astill emerging technique. Itisa
procedure to be incorporated in a specific protocol. It is
for many women, an opportunity to preserve hormonal
and occasionaly reproductive ovarian function.

Résumé

Introduction: I’ augmentation du taux de guérison dejeunes
patientes souffrant de cancer rend indispensable de
planifier des stratégies qui puissent diminuer lesséquelles
des traitements. Les répercutions réproductives sont des
plusimportantes.

Objectif: présenter lamise en place du Programmede
Préservation de la Fonction Ovarienne Face au Cancer,
ainsi que de publier le protocole spécifique de cryo-
préservation de tissu ovarien appliqué.

Matériel et méthode: on a pris les premiéres 15
patientes chez qui, en respectant les critéres d’inclusion,
onaopté par lastratégie de cryopréserver du tissu ovarien
avant le commencement de la chimiothérapie. Dans 12
cas, on aréalisé le cryopréservation d’un ovaire avec la
conservation de I’ autre, avec une biopsie ovarienne
bilatérale comme seule procédure. Dans les trois autres
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cas, on aassocié latranslocation hétérotopique del’ autre
ovaire. On décrit le protocol e de cryopréservation utilise.

Résultats: on a réalisé la procédure sur 15 patients
ayant de différents types de cancer qui demandaient un
traitement hautement gonadotoxique. La procédure a eu
du succés dans tous les cas.

Discussion et conclusions: la conjonction de |’ effort
multidisciplinaire et multi-institutionnel a mis en cauvre
ce programme, qui met en place une technique encore en
développement. Il s'agit d’ une procédure amettre en pla-
ce dans un protocole spécifique. Elle constitue, toutefois
et pour I instant, laseul e chance pour un groupe sélectionné
de patientes de préserver lafonction ovarienne hormonale
et éventuellement, reproductive.

Resumo

Introducdo: o aumento dataxade curade pacientesjovens
com cancer tornaimprescindivel plangjar estratégias que
levem areducdo das seqlielas dos tratamentos. As reper-
cussdes reprodutivas estdo entre as mais importantes.

Objetivo: apresentar ainstrumentagéo do “Programa
de Preservacdo da Fungdo Ovariana Frente ao Cancer” e
publicar o protocolo especifico de criopreservacdo de
tecido ovariano aplicado.

Material e método: foram incluidas as primeiras 15
pacientes nas quais, obedecendo aos critérios deinclusio,
foi decidido criopreservar tecido de ovario antesdoinicio
daquimioterapia. Em 12 casosfoi feitaacriopreservacdo
de um ovério com conservagdo do outro, com bidpsia bi-
lateral de ovario como Unico procedimento. Nos outros
trés casosfoi feitaaassociagdo datrasl ocacao heterotdpi-
ca do outro ovario. Faz-se a descricdo do protocolo de
criopreservagao utilizado.

Resultados: o procedimento foi bem sucedido nas 15
pacientes com diferentestipos de cancer que necessitavam
tratamento gonadotdéxico.

Discussao e conclusdes: a conjungdo de um esforco
multiprofissional e multiinstitucional p6s em marchaeste
programa que instrumenta uma técnica ainda em fase de
desenvolvimento. E um procedimento que deve ser
implementado de acordo com um protocolo especifico.
No entanto, e por enquanto, € a Unica oportunidade de
preservar a funcéo ovariana hormonal e eventualmente
reprodutiva em um determinado grupo de pacientes.
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