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RESuMEN

Objetivos. La criopreservacion de la corteza ovarica (CCO) para
futuro autotrasplante permitird hacer frente al fallo ovérico precoz y a
las alteraciones de la capacidad reproductiva que afectan a algunas de
las supervivientes de cancer pedidtrico.

Material y métodos. En el Programa de Preservacion de Ferti-
lidad en Oncologfa Pedidtrica se incluyen pacientes con alto riesgo
gonadotoxico: las que vayan a recibir radioterapia pélvica, trasplante
de precursores hematopoyéticos, altas dosis de radioterapia craneal o
agentes alquilantes, o aquéllas con patologia ovdrica bilateral. Antes
del tratamiento oncoldgico y coincidiendo con otros procedimientos
invasivos, se recoge el tejido ovarico por via laparoscépica. Una vez
descartada la malignidad en la muestra y confirmada la presencia de
foliculos primordiales, el equipo multidisciplinar de oncélogo, cirujano y
especialista en fertilidad coordina la manipulacién y envio de la corteza
ovdrica al Banco de Tejidos de la Comunidad Valenciana.

Resultados. De julio de 2008 hasta mayo de 2010 se incluyeron
en el programa a § pacientes, entre 8 y 18 afios, con diagndstico de:
linfoma de Hodgkin (n=2), leucemia aguda linfoide y mieloide (n=2),
sarcoma de Ewing pélvico, teratoma ovdrico bilateral y meduloblasto-
ma. Cinco pacientes recibieron quimioterapia no gonadotéxica previa
ala CCO. De forma adicional, se practicaron 6 procedimientos en el
mismo acto anestésico. Se realizé ooforectomia parcial en la mitad de
los casos y total en el resto, asociando pexia ovdrica en 1 ocasion. Todas
las muestras fueron vlidas.

Conclusiones. La CCO de los casos seleccionados se realizé de
forma segura, sin complicaciones ni demora del tratamiento oncoldgico.
Podemos afirmar que la primera experiencia nacional en este tipo de
abordaje ha sido satisfactoria.
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OVARIAN CRYOPRESERVATION IN GIRLS WITH CANCER: NEW CHALLENGES

ABSTRACT

Background. Ovarian cortex cryopreservation (OCC) for future
autotransplant represents a treatment alternative for those paediatric
cancer survivors affected of ovarian failure and fertility disorders.

Methods. Patients with high gonadotoxic risk are included in the
Oncology Paediatric Fertility Preservation Programme: those receiv-
ing pelvic radiotherapy, bone marrow transplantation, high doses of
cranial radiotherapy or alquilating agents, or those with bilateral ovar-
ian pathology. Prior to the oncological treatment, the ovarian tissue is
harvested laparoscopically. At the same time, other invasive procedures
are done. Once malignancy is ruled out of the specimen and the pres-
ence of primordial follicles is confirmed, the multidisciplinary team
of oncologist, paediatric surgeon and fertility specialist coordinate the
processing and delivery of the ovarian cortex to the Comunidad Valen-
ciana Tissue Bank.

Results. From July 2008 to May 2010 eight patients have been
included in the programme, aged between 8-18 years old and with di-
agnosis of: Hodgkin’s lymphoma (n= 2), Acute Myeloblastic and Lym-
phoblastic leukaemia (n= 2), pelvic Ewing’s sarcoma, bilateral ovarian
Teratoma and Meduloblastoma. Five patients underwent non gonado-
toxic chemotherapy before OCC. Six additional procedures were done
using the same anaesthetic event. Partial oophorectomy was performed
in half the cases, total oophorectomy in the rest of them, and an ovarian
pexia was once associated. All taken samples were found to be valid.

Conclusions. OCC of selected patients was performed safely, with
neither postoperative complications nor delay of the oncological treat-
ment. Therefore, the first national experience in this procedure has been
satisfactorily achieved.

Key Worbs: Ovarian cortex cryopreservation; Children’s cancer; Fertil-
ity; Premature menopause.

INTRODUCCION

Los avances en los tratamientos oncoldgicos en pediatria
han aumentado el nimero de supervivientes en las tltimas
décadas, alcanzando valores mayores al 70%". Es por eso que
son cada vez mds los pacientes que alcanzan la edad adulta
y albergan deseos de concebir y formar una familia. Sin em-
bargo, determinados agentes terapéuticos utilizados como las
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Tabla I Tratamientos de alto riesgo gonadotéxico

* Radioterapia pélvica

* Trasplante de progenitores hematopoyéticos
 Altas dosis de agentes alquilantes

* Radioterapia holocraneal

* Patologia ovdrica bilateral

altas dosis de agentes alquilantes, la radioterapia (RT) pélvica,
la irradiacion holocraneal o el acondicionamiento para tras-
plante hematopoyético (TPH) tienen efectos gonadotdxicos
reconocidos y pueden, en muchos casos, alterar la reserva
ovdrica causando menopausia precoz e infertilidad®.

Ante esta perspectiva, son cada vez més los especialis-
tas sensibilizados que se esfuerzan en ofrecer alternativas
a estas pacientes, aprovechando los constantes avances en
reproduccion asistida. En mujeres adultas, la congelacion de
embriones o la vitrificacién de ovocitos previas al tratamiento
antineopldsico suponen opciones realistas para la preserva-
cion de la fertilidad. Su aplicacion en la poblacidn pedidtrica
tiene, sin embargo, limitaciones evidentes®. Asi pues, en la
actualidad la unica opcidn para nifias y adolescentes es la
considerada todavia experimental criopreservacion de la cor-
teza ovarica (CCO).

Ya desde el nacimiento, la corteza ovdrica contiene la
reserva total de foliculos primordiales imprescindible para el
potencial fértil individual. La obtencién de un fragmento para
su congelacién permitird, en un futuro, el autotrasplante de la
misma y la posibilidad de recuperar la funcién tanto hormo-
nal como reproductiva, tal y como ya han constatado varios
grupos de trabajo*>). En los dltimos meses, la investigacion
y avances en la maduracion in vitro de dichos foliculos abre
una nueva puerta para aquellas pacientes con enfermedades
hematoldgicas a las que la implantacién del tejido ovérico
pueda representar un riesgo para su salud®.

Es ante este panorama esperanzador cuando nuestro centro
ha decidido poner en marcha un programa de preservacion
de la fertilidad de las pacientes oncoldgicas pedidtricas en
riesgo, teniendo en cuenta las caracteristicas fisioldgicas y
psicoldgicas de esta poblacion tan vulnerable, y siempre desde
un enfoque multidisciplinar. A continuacién presentamos los
resultados iniciales de nuestra experiencia.

MATERIAL Y METODOS

El desarrollo del programa de preservacion de la fertilidad
en niflas con cdncer se inicid en julio de 2008, y cuenta con
un equipo multidisciplinar de oncologfa pedidtrica, cirugia
pediétrica y especialistas en reproduccion.

El oncélogo pediatra selecciona las candidatas segtin el
riesgo gonadotodxico de los tratamientos que recibirdn. Solo
aquellas de alto riesgo (Tabla I) se proponen para la inter-
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Figura 1. El fragmento de corteza ovarica se obtiene mediante seccion
fria con tijera laparoscopica.

Figura 2. Revisién de la hemostasia del ovario restante y electrocoa-
gulacion exclusiva de la médula ovdrica.

vencion. Tanto los padres como las pacientes mayores de 12
afios dan su consentimiento para realizar el procedimiento.
Mediante estudios de imagen (ecografia o TAC) se descar-
ta la presencia de enfermedad en el ovario y se visualiza la
morfologia de los mismos.

El tejido ovdrico se obtiene por cirugia laparoscépica
bajo anestesia general, y se asocia con otros procedimien-
tos que requieran sedacion: colocacidén de catéter venoso
central (CVC), puncién lumbar (PL), aspirado de médu-
la 6sea (AMO) o reseccion del tumor. Se utiliza un trécar
umbilical de 10 mm y dos trécares de 5 mm colocados en
los cuadrantes inferiores derecho e izquierdo. El programa
actual pedidtrico considera la ooforectomia parcial como
técnica quirdrgica de eleccion. Mediante tijeras de corte
frio se secciona un bloque de corteza ovérica, aproximada-
mente el 50% del total. La hemostasia con electrocoagula-
cién se limita a la zona medular (Figs. 1 y 2). En todos los
casos, el tejido se extrae con una bolsa laparoscdpica y se
transfiere al especialista en reproduccion para su inmediata
manipulacién (Fig. 3). Tras el envio de muestras para des-
cartar malignidad (estudios histolégicos, morfoldgicos y de
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Figura 3. Manipulacién del tejido ovarico para su criopreservacion. Divisién en multiples fragmentos para estudios bioldgicos, muestra extempo-
rénea para descartar malignidad e inmediata inmersion en liquido de preservacién.

biologia molecular), la corteza ovdrica se remite de forma
urgente al Banco de Tejidos de la Comunidad Valenciana.
Allf se somete a un proceso de congelacion lenta, segtin el
protocolo establecido.

El programa contempla la posibilidad de descongelacién y
autotrasplante del tejido ovdrico en aquellas pacientes mayores
de edad, con un tiempo de supervivencia libre de enfermedad
razonable y que hayan experimentado fallo ovdrico precoz
(FOP).

RESULTADOS

En el periodo entre julio de 2008 hasta mayo del 2010
se han incluido en el programa 8 pacientes consideradas
de alto riesgo gonadotdxico, mediana de edad de 13 afios
(rango: 8-18) y con los siguientes diagndsticos: linfoma
de Hodgkin estadio III (n=2), leucemia aguda linfoide y
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mieloide (n= 2), sarcoma de Ewing pélvico metastasico,
teratoma ovdrico bilateral y meduloblastoma metastdsico
(Tabla II).

Cinco de las 8 pacientes recibieron quimioterapia (QT)
poco gonadotdxica previa a la CCO. Tres de ellas se some-
terian a un TPH posterior, para el tratamiento de su leucemia
aguda. En todos los casos se descart6 enfermedad macros-
copica en el ovario mediante técnicas de imagen (ecografia
abdominal) antes de la intervencion.

La corteza ovdrica se obtuvo por via laparoscdpica. En la
mitad de las pacientes se realizé ooforectomia parcial y, en
la otra mitad, ooforectomia total. A la paciente con sarcoma
de Ewing pélvico, pendiente de recibir RT abdominal a altas
dosis, se le asoci6 una pexia ovdrica. Se practicaron 6 proce-
dimientos (2 implantaciones de CVCs, 3 AMOy 1 PL) en el
mismo acto quirdrgico en 5 pacientes.

La totalidad de las muestras recogidas fue vélida, des-
cartdndose malignidad y evidenciando foliculos primordiales
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Tabla II

Paciente  Edad Diagnostico Tratamiento Ooforectomia Anatomia patologica  Evolucion

1 13 S. Ewing pala iliaca D RT + QT + autoTPH Total D + pexia I Foliculos v'v/ Vive
metastdtico Pre Tto Malignidad %

2 8 Meduloblastoma IQ + QT +RT Total T Foliculos v'v'v/ Vive
Metastético Pre Tto Malignidad %

3 18 Teratoma maduro ovario 1Q Total D Foliculos v'v/ Vive
Malignidad %

4 13 Linfoma QT Total Foliculos v'v/ Vive
Hodgkin estadio I1I Post 1 ciclo Malignidad

5 13 Linfoma QT Parcial I Foliculos v/ Vive
Hodgkin estadio III Pre Tto Malignidad %

6 15 LMA QT + TPH Parcial D Foliculos v'v'v/ Vive
Pre TPH Malignidad %

7 13 LMA QT + TPH Parcial D Foliculos v'v/ Vive
Pre TPH Malignidad %

8 16 LLA QT + TPH Parcial D Foliculos v/ Vive
Pre TPH Malignidad %

RT: radioterapia; QT: quimioterapia; 1Q: cirugia; Pre TPH: antes del trasplante de progenitores hematopoyéticos; Pre Tto: antes de iniciar el tratamiento; Post
1 ciclo: después de 1 ciclo de quimioterapia; D: derecha; I: izquierda; LMA: leucemia mieloide aguda; LLA: leucemia linfoide aguda; v': presente; *: ausente.

en las cortezas. Todas las pacientes tuvieron una excelente
evolucion posterior, sin presentar ningtin tipo de complica-
cién derivada de la cirugfa, y en ningin caso se retrasé el
tratamiento oncoldgico. En el momento actual, todas las pa-
cientes se encuentran libres de enfermedad con una media de
seguimiento de 7 meses.

DISCUSION

A medida que los tratamientos del céncer pedidtrico han
mejorado la supervivencia, los efectos secundarios de los mis-
mos han tomado mayor relevancia. La menopausia precoz y
la infertilidad, aunque poco frecuentes en lineas generales,
suponen un gran impacto en la vida de los pacientes®. Ofrecer
una alternativa para prevenir y poder tratar esta condicion es,
por tanto, de suma importancia.

Las opciones de preservacion de la fertilidad en nifias y
adolescentes son mds limitadas que en mujeres adultas. La
congelacion de embriones y la vitrificacién de ovocitos no
se contemplan en este colectivo porque requieren un periodo
de estimulacién hormonal que puede retrasar el tratamiento
oncoldgico, técnicas agresivas en el procedimiento (acceso
transvaginal) y la necesidad de una pareja para desarrollar
un embrién®.

Asi pues, la CCO se presenta como la tnica alternativa
en la infancia que, ademds, permite disponer de foliculos
primordiales desde edades muy tempranas. Tal y como han
hecho otros grupos de trabajo a nivel internacional®-®, el
programa iniciado desciende la edad de corte sin limite in-
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ferior. Todo ello implicando de forma activa a los cirujanos
pedidtricos en estrecha colaboracién con los especialistas
de fertilidad.

Resulta de vital importancia la seleccién adecuada de las
candidatas. Algunos grupos recomiendan la CCO para aque-
llas pacientes con >50% de riesgo de FOP®. Sin embargo,
dado el perfil considerado todavia experimental de la técnica,
nuestro programa se ofrece a aquellas nifias y adolescentes
que presenten un riesgo elevado (considerado >80%). Este
grupo incluye aquellas que vayan a recibir dosis altas de agen-
tes alquilantes (principalmente ciclofosfamida, ifosfamida,
nitrosureas, clorambucil, melfalan, busulfan y procarbacina)
bien sea como acondicionamiento de TPH o como parte de
su protocolo de QT; las que vayan a someterse a RT pélvica,
irradiacidén corporal total utilizada en TPH, asi como a RT
holocraneal que anula el eje endocrino-gonadal; y, finalmente,
aquellas que presenten patologia ovdrica bilateral.

Preferiblemente, la CCO debe realizarse antes que las pa-
cientes reciban la QT gonadotoxica, aunque se pueden valorar
excepciones segtn los ciclos, dosis y tipo de QT que hayan
recibido. Los principales grupos de trabajo coinciden con no-
sotros en realizar la CCO en pacientes con leucemia que van
a ser sometidas a TPH, justo antes de llevarlo a cabo®?).

El fragmento de corteza ovdrica puede extirparse mediante
biopsias multiples u ooforectomia. Antes de desarrollar com-
pletamente el programa pedidtrico, se aplicd el protocolo de
mujeres adultas vigente en nuestro hospital en 4 ocasiones,
realizando asf una ooforectomia total. Sin embargo, dada la
gran reserva ovdrica de la nifia y, de acuerdo con otros centros
de oncologia infantil®, preferimos la ooforectomia parcial.
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Pudiendo considerarse la extirpacion total en aquellos casos
de riesgo muy elevado de FOP.

Para obtener el tejido ovdrico, debe evitarse la electrocoa-
gulacién ya que estudios histoldgicos muestran dafio de los
foliculos primordiales(?. Por este motivo utilizamos el corte
frio, aunque hay equipos que dejan a manos del cirujano la
eleccion del instrumental®.

La transposicion ovdrica mediante pexia puede asociarse
alos casos de RT pélvica. Aunque no elimina la gonadotoxi-
cidad producida por la QT que habitualmente se asocia, si
reduce el impacto de la radiacion al alejar el ovario del campo
de tratamiento(-9.

El objetivo final de la CCO es el autotrasplante, a realizar
en el momento en que se confirme el FOP de la paciente y
siempre que se encuentre libre de enfermedad. Aunque se
considera todavia experimental, esta técnica se ha realizado
en mujeres adultas desde el ailo 200011, consiguiendo la
restauracion endocrina y de la fertilidad, y se describen los
primeros nacimientos de nifios sanos en 20042, En pobla-
cién pedidtrica atin no hay datos publicados respecto a la
utilizacién de corteza criopreservada. El trasplante de tejido
ovdrico puede realizarse ortotdpico o heterotdpico!?. La im-
plantacién en un bolsillo peritoneal o el injerto en el ovario
(ya sea el mismo biopsiado o el contralateral), se conside-
ra ortotdpico y ofrece la posibilidad de generar embarazos
espontdneos. En cambio, la implantacién heterotdpica de
corteza criopreservada en el tejido celular subcutdneo del
antebrazo o de la pared abdominal persigue, principalmente,
la recuperacién hormonal. Si bien hay casos descritos de
embarazos espontdneos!?), se prevé la necesidad de recurrir
a técnicas de fertilizacién in vitro utilizando los ovocitos
generados en el tejido implantado.

Dada la posibilidad teérica de reintroducir células ma-
lignas con el autotrasplante, el tejido es sometido a estudios
exhaustivos para descartar enfermedad? (histologfa, inmu-
nohistoquimica, reaccién en cadena de la polimerasa, etc.).
En los ultimos meses, ademas, se estan desarrollando técnicas
de maduracidn folicular in vitro®® para las pacientes con
leucemia y aquellas con riesgo de existir enfermedad en el
ovario en las que el autotrasplante de la corteza estaria con-
traindicado¥.

Aunque se encuentra todavia en fase experimental, la CCO
es, desde nuestra experiencia, una técnica sencilla, de recu-
peracion postoperatoria rdpida (24-48 horas) que no asocia
morbilidad ni demora del tratamiento oncoldgico. Estos datos,
junto al hecho de que el mismo acto anestésico se utiliza para
otros procedimientos que resultan invasivos en la infancia,
resaltan la necesidad de un enfoque pedidtrico y multidiscipli-
nar del programa. Los buenos resultados obtenidos en nuestra
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serie son alentadores y ofrecen un futuro prometedor para la
preservacion de la fertilidad en las jévenes pacientes.
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