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2 JUSTIFICACION

Cuando empiezas en el mundo de la Oncologia Pediatrica, una de las
primeras cosas en las que piensas, es en el mérito que han tenido tus
compafieros “veteranos” con su trabajo en las 4 ultimas décadas. Ves cdmo han
conseguido crear desde cero una especialidad y sobre todo como han
conseguido que el debut de una enfermedad oncolégica en pediatria no sea
sindnimo de paliacion. Aumentar hoy en dia un solo punto la supervivencia de
algunos diagnésticos, es una labor de titanes. Por una parte se han alcanzado en
algunos casos unos resultados muy brillantes y por otra parte, en los que lo son
menos, parece dificil conseguirlo sin un cambio drastico de rumbo hacia nuevas
terapias mas dirigidas.

Cuando das de alta definitiva a un paciente de la consulta de oncologia
pediatrica (con mucha frecuencia cuando ya es un adulto), habitualmente
enumeras el listado oficial de recomendaciones generales de habitos de vida
saludable y algunos consejos sobre controles especificos médicos que deberia
seguir en los préoximos afios. Cuando preguntan ellos, o sus padres, o sacas tu el
tema de que el tratamiento administrado ha podido afectar a su capacidad para
tener hijos, te das cuenta de que si quedan cosas por hacer.

Globalmente este problema no es frecuente, pero a quien le toca le
cambia la vida. Si la oncologia pediatrica ha dado un giro en estas décadas, la
medicina reproductiva también. ¢Por qué no aspirar a todo? Curar y devolver a
alguien a su antigua/nueva vida con las menores cicatrices posibles, no deberia
ser una utopia.

Dejarse arrastrar por el entusiasmo de los comparieros de reproduccion
no es dificil. Ellos se enfrentan a estos temas todos los dias y no les da miedo
proponer, ejecutar... Convencerles de que este tema en nifios y nifias no es
sencillo y que tienen que contar con que los oncdlogos pediadtricos somos mas
protectores incluso que los propios padres, conlleva un esfuerzo que merece la
pena.

iPonérselo facil a mis compareros oncélogos pediatras de este pais!
Este ha sido el objetivo de mi proyecto de estos afios en relacion a la
preservacion de la fertilidad en nifias y adolescentes y que se resume en estas
paginas. éA quién? ¢Como? éCuando? éCon qué dosis? ¢Con qué riesgos? é¢Qué
ventajas?... Cuando te metes en este tema encuentras baches, dificultades,
dudas... pero también poco a poco y con ayuda de mucha gente, encuentras
opciones, respuestas y una gran acogida.

El camino que ya he andado estos afos, puede allanar el terreno para

muchos profesionales y acercar los avances cientificos a TODAS las pacientes
que lo necesiten. A veces es solo cuestion de organizarse.
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Ahora bien, como todo en esta vida, las cosas pueden hacerse o pueden
hacerse bien. Me encantaria que con este trabajo alguien pudiera convencerse
de que los avances y el optimismo no estan refiidos con el realismo. Anteponer
los intereses de nuestros pacientes por encima de todo, es siempre un buen
punto donde dirigir la mirada.

.24 .
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3 RESUMEN

Los avances de la terapia antineoplasica han llevado a un significativo
aumento de los indices de supervivencia en las ultimas décadas, especialmente
en el ambito del cdncer pediatrico’ El objetivo en este momento es ofrecer una
recuperaciéon completa y segura, con aceptable calidad de vida y una
reintegracidn plena en la sociedad. Desde el punto de vista endocrino-gonadal,
sabemos que algunos de los tratamientos utilizados en el cancer infantil, pueden
ocasionar fallo ovarico prematuro (FOP). La capacidad de reproduccion en el ser
humano, no se considera un valor trivial y se relaciona de forma clara con las
sensaciones de bienestar y de autonomia personal.

Paralelamente en los ultimos afios, las técnicas de reproduccion asistida
han conseguido verdaderos progresos y hoy en dia el disefio de alternativas para
preservar la fertilidad en pacientes diagnosticados de cancer se ha convertido en
una prioridad para muchos profesionales. La criopreservacion de corteza
ovarica (CCO) actualmente es la Unica opcidn viable para pacientes prepuberes,
pero es importante remarcar su todavia caracter experimental y la necesidad de
concretar algunos aspectos sobre su aplicacion en pacientes menores de edad
(A. R. Wallace WH 2005) (Lee SJ 2006) (Loren AW 2013)

Uno de los diagndsticos mds frecuentes dentro de la oncologia infantil
es la leucemia aguda (LA). Aunque sélo parte de estas pacientes requerird un
trasplante de precursores hematopoyéticos (TPH), en este subgrupo las
posibilidades de FOP son superiores al 80% (A. R. Wallace WH 2005). Considerar
en estas pacientes la realizacion de técnicas de PF es fundamental pero por
diferentes motivos no es facil elegir el momento adecuado para llevarlas a cabo.

Conocer la situacion del tejido ovarico previamente al TPH ytras haber
sido expuesto a QT clasicamente descrita como poco gonadotdxica, tendria
eminentes aplicaciones practicas a la hora de establecer el momento 6ptimo de
la CCO en estas pacientes. En dicho tejido, el mantenimiento de los foliculos
primordiales (FP) en estado “durmiente” (constituyendo nuestra principal
reserva ovarica) o por el contrario su activacidon, tiene importantes
consecuencias sobre el potencial fértil de una persona. La via de sefalizacion
PTEN/PI3K/Akt, a través de la fosforilacion de algunas proteinas clave, parece
estar implicada de lleno en este mecanismo de activacién folicular (Reddy P
2008).

Poner en marcha un programa especifico de Preservacion de Fertilidad
(PF) para pacientes pediatricas y adolescentes requiere de un equipo
multidisciplinar que englobe a pediatras oncdlogos, cirujanos pediatricos,
especialistas en reproduccion, bidlogos y psicélogos. La seleccidn cuidadosa de
las pacientes de mayor riesgo gonadotdxico, la aplicacion de las técnicas
disponibles en la actualidad de PF y el estudio desde diferentes dpticas de los
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tejidos crioconservados, son algunos de los objetivos prioritarios actuales y para
los proximos afios.

La experiencia de nuestro equipo (muy amplia en mujeres adultas) y de
casi 7 afios con un programa especifico para poblacién infantil, con mas de 50
pacientes incluidas, nos permite dar una vision completa e integradora del tema.
Seria muy deseable que las opciones de PF con las que actualmente contamos
estuvieran disponibles para todas las pacientes candidatas a nivel nacional y que
el aprendizaje adquirido estos afios y la revisidn sistemdtica de la literatura nos
permitiera, a partir de esta tesis doctoral, crear las bases de una guia clinica
estandarizada.
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4 ESTADO ACTUAL DEL TEMA

4.1 Cancer en pediatria

4.1.1 Epidemiologia

El cancer infantil supone solamente un 0.5% de toda la patologia
oncoldgica. La incidencia anual varia mucho seglun paises/regiones aunque
globalmente en la infancia se estima en 240 casos por millén y por afo (Spector
LG 2015). Segun datos recientes, en Espafia anualmente se diagnostican 1100
casos nuevos de cancer en nifios de 0 a 14 afios, a lo que se afiaden otros 450
casos de adolescentes de 15 a 19 afios (Peris R 2005). A diferencia de la
incidencia del cancer en el adulto, que incrementa de forma rdpida con los afios,
en los nifios existe una gran variabilidad dependiendo de la edad, con 2 picos en
la primera infancia y la adolescencia (Gurney J 2004). En lineas generales existe
un ligero predominio en la poblacién masculina y también se han encontrado
diferencias entre las distinta etnias, con patrones de distribucidon caracteristicos
en algunos subtipos de cancer (Spector LG 2015).

Las diferencias geograficas no sélo se atribuyen a los diferentes
métodos de registro, sino que también pueden explicarse por la etiologia
multifactorial del cdncer, donde pueden intervenir factores genéticos vy
ambientales. Los factores genéticos relacionados con el cancer pediatrico sélo
suponen un 5-10% de los casos siendo la neurofibromatosis tipo 1 y 2, el
sindrome de Down, el sindrome de Beckwith-Wiedemann, la esclerosis tuberosa,
la enfermedad de Von Hippel-Lindau, el xeroderma pigmentoso, la ataxia-
teleangiectasia y el sindrome de Li-Fraumeni los trastornos genéticos que
condicionan mayor susceptibilidad infantil al cdncer (Gurney J 2004).

En la etiologia del cédncer pedidtrico encontramos una proporcion
parecida defactores ambientales o exdgenos establecidos, correspondiendo en
su mayoria a la exposicidn a altas dosis de radiacion ionizante, administracion de
quimoterapia (QT) y a agentes infecciosos como el virus de Epstein-Barr, el virus
de la hepatitis B y C, el herpes virus 8 y el virus de la inmunodeficiencia humana
(Linet MS 2003).

El prondstico, la localizaciéon y la distribucion histologica de los
diferentes subtipos de cancer, también difiere mucho respecto de la poblacién
adulta donde predominan los cédnceres de tipo epitelial de 6rganos como el
pulmoén, el colon, la mama o la préstata, mientras que en la poblacién infantil
son mayoritarias las patologias oncoldgicas de estirpe hematopoyética y
embrionario-mesenquimal. La distribucién de los principales grupos diagnésticos
en nuestro pais de los pacientes oncoldgicos pediatricos ha sido recientemente
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publicada en el informe del Registro Nacional de Tumores Infantiles (Peris Bonet
R 2015) (Tabla 1).

Tabla 1 : Distribucion diagndsticos en oncologia pediatrica segiin RNTI

Leucemias, enfermedades mieloproliferativas y mielodispasias 29.9%
Tumores del SNC 22.2%
Linfomas y neoplasias reticuloendoteliales 12.7%
Neuroblastomas 8.5%
Retinoblastoma 3%
Tumores renales 5%
Tumores hepaticos 1.3%
Tumores 6seos 5.7%

4.1.2 Supervivencia

Los avances en las terapias antineoplasicas han llevado a un aumento
muy significativo de los indices de supervivencia en oncologia pediatrica, siendo
actualmente del 70% a los 10 afios del diagndstico (Wallace WHB 2014) y cifras
considerablemente mds altas si tenemos en cuenta periodos de seguimiento
mas cortos: 80 % a los 3 aflos y 77 % a los 10 afios (Peris Bonet R 2015) (Figura
1). A pesar de este incremento en la supervivencia, sobre todo si lo comparamos
con la poblacién adulta, el cdncer continua siendo la segunda causa de muerte
en los paises industrializados, por detrds de los accidentes, en nifios con edades
comprendidas entre 1y 15 afios (Gurney J 2004).

.28
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Figura 1 : Supervivencia a 5 afios del diagndstico por cohortes de ano de incidencia. 0-14
afos, 1980-2008. N casos = 17.262
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Extraido de: Peris Bonet E. Registro Nacional de Tumores Infantiles en su
informe editado en el 2015.

La mayoria de los nifios con cancer sobreviven y ese incremento en la
supervivencia ha puesto de manifiesto secuelas directamente relacionadas con
la agresividad del tratamiento aplicado y el tipo de neoplasia tratada, asi como
un incremento del riesgo de fallecimiento por otras causas. En estos momentos
ya no es suficiente el concepto de “curar a cualquier coste”, el objetivo es
ofrecer una recuperacion completa, con una buena calidad de vida y una
reintegracién plena en la sociedad. Por este motivo el desarrollo de protocolos y
grupos de trabajo con este fin se han multiplicado enormemente en los Ultimos
afos. Particularmente en Espafia, en noviembre de 1993, la Sociedad Espafiola
de Oncologia Pediatrica (SEOP) constituyé una comisién nacional para el estudio
y seguimiento de los efectos secundarios (Indiano JM 2005).

Alcanzar esta meta depende entre otras cosas de un buen seguimiento
de los pacientes curados, en el que se intente identificar y manejar de una forma
precoz los efectos tardios del tratamiento. Los pacientes en quienes se van a
valorar de una manera especial los efectos secundarios a largo plazo van a ser
nifios y adolescentes diagnosticados de cancer que hayan superado los 5 afios
en remisién completa (RC) y que lleven mas de 2 afios sin necesidad de
tratamiento.

La adaptacién de los diferentes protocolos de tratamiento para

conseguir la menor toxicidad posible a la vez que se conservan excelentes tasas
de curacién, supone desde hace afios, una prioridad para muchos profesionales
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(Anderson RA 2015) Por otro lado el ofrecimiento de técnicas “protectoras”
previas a la administracion de un tratamiento con potenciales efectos
secundarios la largo plazo, cobra cada vez mayor importancia (Andres MM
2009).

4.1.3 Tratamiento antineoplasico

La atencion al paciente pediatrico y adolescente con cancer requiere del
esfuerzo cooperativo de multiples especialistas. No se trata sélo de establecer
un diagndstico y tratamiento sino considerar al paciente y su familia como una
unidad que necesita atencién médica, psicoldgica, educacional y social (Figura
2).

Figura 2 : Abordaje multidisciplinar del paciente pedidtrico y adolescente con
cancer
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Tratamiento etioldgico
= (Cirugia

La cirugia es la base principal en el tratamiento de la mayoria de
tumores solidos malignos en pediatria. Conseguir una reseccién completa con
margenes libres es importante para alcanzar la curacién o el control a largo
plazo. En ocasiones la actuacion quirdrgica puede no ser posible como primer
paso, pero si ser necesaria después del tratamiento con QT y/o Radioterapia
(RT). La experiencia del cirujano es esencial en todo este proceso, asi como en el
de implantar o retirar dispositivos intravasculares necesarios en muchos casos
para la administracién de QT (Bleyer A 2004).
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= Quimioterapia

El cancer aparece como consecuencia de una proliferacion anémala de
células que han perdido el control de los mecanismos reguladores de la
multiplicacidn y diferenciacion. Las células cancerigenas entran en el ciclo celular
para reproducirse y es aqui donde los agentes citostaticos interfieren evitando
su replicacion y favoreciendo la muerte celular. La QT por tanto constituye un
pilar fundamental en el tratamiento antineoplasico, imprescindible en leucemias
y en linfomas y fundamental en muchos tumores sélidos. La QT preoperatoria es
capaz de reducir el tamafio tumoral, haciendo que la cirugia en muchos casos
sea factible o menos agresiva. La QT adyuvante trata ademas la enfermedad
micrometastasica y disminuye el riesgo de recaidas y metastasis tras la cirugia.

La administracion combinada de varios farmacos con diferentes
mecanismos de accidn y toxicidades no superpuestas se ha convertido desde
hace afos en el tratamiento estandar de muchas entidades. La mayoria de los
agentes citostaticos utilizados en el cancer infantil se seleccionan de un amplio
grupo, incluidos los agentes alquilantes (AA), antimetabolitos, antibidticos,
hormonas, alcaloides vegetales e inhibidores de la topoisomerasa. Dado que la
mayoria de ellos dependen del ciclo celular, sus efectos adversos se relacionan
con la cinética de proliferacién de poblaciones celulares concretas, siendo los
tejidos y dérganos mas susceptibles aquellos que tienen un recambio celular
rapido como la médula ésea, la mucosa oral e intestinal, la epidermis, el higado y
las espermatogonias.

= Radioterapia

La RT, también tiene como finalidad la erradicacidon tumoral. Mediante
la irradiacidn se generan moléculas con radicales libres altamente reactivas que
alteran la estructura del ADN, provocando una distorsién en la proliferacion
celular. Se puede utilizar antes de la cirugia en un tumor inoperable, o con
posterioridad a la misma o la QT para eliminar restos tumorales. También se
emplea en sindromes dolorosos o compresivos producidos por el tumor o sus
metastasis.

La utilizacion de haces mas enfocados, que intenten adaptarse al
maximo al tumor evitando la irradiacién de tejido sano, asi como las mejoras en
la sedacién y técnicas de inmovilizacidn, han permitido un uso mas frecuente de
esta modalidad de tratamiento en pacientes pediatricos. La dosis de RT, su
fraccionamiento, la duracién del tratamiento y el campo de irradiacion
dependeran del tipo de cancer, extensidn de la enfermedad, edad del paciente y
su tolerancia al tratamiento.

= QOtros tratamientos

Abarcando de algunas maneralos 2 ultimos apartados, cabe decir que
algunos pacientes necesitaran en su esquema de tratamiento un TPH, ya sea



:: INTRODUCCION

autdélogo o alogénico y en su preparacién al mismo recibirdan como
acondicionamiento farmacos quimioterapicos (QTS), asi como irradiacién
corporal total (ICT) en algunos casos concretos.

Por otro lado, durante los ultimos afios, el tratamiento bioldgico se ha
convertido en un arma importante contra algunas neoplasias infantiles. Por lo
general este tipo de terapia, que habitualmente se asocia al estandar, hace
referencia a la inmunoterapia: modificadores de la respuesta bioldgica o
moléculas enddgenas que tienen efectos terapéuticos a dosis suprafisioldgicas.

4.2 Efectos secundarios del tratamiento
antineoplasico

= Efectos secundarios agudos

Entre los efectos adversos asociados con las primeras fases del
tratamiento (agudos) destacan los trastornos metabdlicos, la supresién de la
médula dsea, la afectacion del tubo digestivo y la alopecia. Todo ello derivado de
la accion de la QT y RT sobre los tejidos y érganos con recambio celular rapido.
Algunos de estos efectos requieren de una monitorizacién cuidadosa y un
manejo precoz de las potenciales complicaciones, pero por lo general suelen
desaparecer conforme nos alejamos del momento de la administracién.

=  Efectos secundarios tardios

Los efectos del tratamiento antineopldsico en tejidos con escasa
capacidad regenerativa pueden determinar deficiencias a largo plazo o
permanentes.

En general podemos decir que a pesar de que los pacientes pediatricos
toleran la toxicidad aguda del tratamiento mejor que los pacientes adultos, son
mas vulnerables a las secuelas tardias de la terapia oncolégica (Indiano JM
2005). Un estudio retrospectivo en Estados Unidos, analizd la morbilidad en mas
de 10.000 supervivientes de un cancer infantil, observando que el 62% de los
pacientes presentaban secuelas crénicas, siendo con frecuencia mdas de una y
tratandose en un 25-30% de secuelas severas o amenazante para la vida
(Hudson MM 2003). La importancia del tema queda también reflejada en otro
trabajo llevado a cabo en supervivientes de un cancer pediatrico que habian sido
diagnosticados entre los afios 1970 y 1986, donde se observd un riesgo de
muerte prematura incrementado en 10,8 veces (Mertens AC 2001). Ese
incremento del riesgo de muerte prematura es consecuenciaen el 67,7 % de los
casos, a la tasa de recidivas de la enfermedad oncoldgica y en un 21,3 % a causas
relacionadas con el tratamiento recibido, siendo las mas importantes el
desarrollo de un cancer secundario, toxicidad cardiaca y complicaciones
pulmonares (Lanzkowsky 2005).
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=  Reconocimiento de los efectos secundarios tardios

La incidencia de la mayoria de efectos tardios del tratamiento aumenta
con la edad. Algunos son facilmente reconocibles por su visibilidad (una
amputacién por ejemplo) o por la afectacion funcional que producen (retraso
cognitivo severo). En otras ocasiones sélo son detectados por observadores mas
experimentados (escoliosis) o mediante analiticas o pruebas de screening (como
el hipotiroidismo o infertilidad). Algunos de ellos pueden ser diagnosticados y
tratados de forma sencilla y en otras ocasiones pueden cronificarse y verse
influenciados por la aparicion de otras enfermedades propias del envejecimiento
como la diabetes mellitus o la hipertensidn arterial, que afectaran a una funcion
renal ya de por si alterada en algunos casos por la utilizacion de agentes
citostaticos como la ifosfamida (Hewitt M 2003).

Se han descrito secuelas de la terapia antineopldsica a nivel de todos los
organos y sistemas, dependiendo de: el tratamiento especifico al que se haya
expuesto cada paciente, severidad de la enfermedad y edad en ese momento. En
muchos casos los efectos secundarios tardios tienen un comienzo insidioso y
pueden no manifestarse clinicamente hasta que el dafo se haya hecho severo e
irreversible (Indiano JM 2005).

= Efectos secundarios tardios en relacion al tratamiento recibido: cirugia, RT,
QT

La reseccién quirdrgica completa puede conllevar la pérdida de
estructuras funcionales necesarias. La RT puede causar un dafio organico
irreversible, con sintomas y limitaciones funcionales que dependen del érgano
afectado y la gravedad de la lesién. Muchos problemas secundarios a la RT no
son evidentes hasta que el paciente crece, como la asimetria entre zonas
irradiadas y no irradiadas de las extremidades. La irradiacién de campos que
incluyen érganos endocrinos puede causar hipotiroidismo, disfuncién hipofisaria
o infertilidad como desarrollaremos en profundidad a continuacion. Dosis
suficientes de RT craneal pueden producir una disfuncion neuroldgica, incluso
provocar una leucoencefalopatia solo reversible de forma parcial (Lanzkowsky
2005).

La QT conlleva riesgo de lesiones organicas a largo plazo, entre las que
destacan clasicamente entre otras: la leucoencefalopatia por dosis altas de
metrotexato, las lesiones miocdrdicas por antraciclinas, la fibrosis pulmonar por
bleomicina, la pancreatitis por asparraginasa, la disfuncion renal por ifosfamida,
nitrosourea o platino y la hipoacusia por cisplatino- También pueden aparecer
efectos secundarios sobre el sistema endocrino-reproductor, atribuidos
especialmente al grupo farmacoldgico de los AA (Bathia S 2006). Se deben
solicitar los estudios necesarios antes de iniciar el tratamiento para confirmar
que los dérganos diana no tienen lesiones previas y poder controlar posibles
cambios secundarios a su administracion.



:: INTRODUCCION

Quizd el efecto tardio mas grave sea la aparicién de una segunda
neoplasia en los pacientes tratados con éxito de una previa. Parece que el riesgo
es acumulativo y aumenta un 0,5% cada afio, lo que se traduce en una incidencia
del 12% a los 20 afios del tratamiento y supone un riesgo 10-20 veces superior al
de la poblacién general. Entre las entidades mas frecuentes encontramos:
leucemia aguda no linfoblastica (18,3 %), tumores del SNC (18,3 %), tumores
dseos (13,5%), carcinoma de tiroides (10,3 %) y los sarcomas de partes blandas
(9,5%). En el 70% de los casos aparecen en un periodo inferior a los 10 afios del
primer diagndstico y constituye una complicacidn muy grave con una
supervivencia global inferior al 50% (Indiano JM 2005). En este sentido la
administracion de determinados agentes citostaticos como los AA se ha
relacionado con apariciéon de osteosarcomas y leucemias, y concretamente el
BCNU con aparicion de tumores del SNC. El grupo de las epipodofilotoxinas
(etéposido y teniposido) son conocidos leucemogenos. La RT ha demostrado
clara relacién con osteosarcomas, tumores del SNC y carcinomas de tiroides. Por
otro lado, cada vez se confiere mds importancia a la susceptibilidad genética,
siendo un ejemplo clasico la aparicion de segundos tumores (osteosarcomas) en
pacientes afectos de retinoblastoma (Lanzkowsky 2005).

4.2.1 Efectos secundarios sobre gonadas y sistema
reproductor

Los efectos secundarios tardios endocrinoldgicos son frecuentes,
diversos y pueden manifestarse muchos afios después de finalizar la terapia
antineopldsica. En muchas ocasiones van a ser tributarios de un tratamiento
hormonal sustitutivo (THS). A veces preceden o se asocian a otros trastornos,
por ejemplo el aumento de peso asociado a la RT craneal puede provocar a su
vez dislipemias y resistencia insulinica que su vez pueden ser responsables de
enfermedades cardiovasculares, incluyendo un infarto de miocardio (Tonorezos
ES 2015). Su aparicion determina importantes consecuencias fisicas y
psicosociales, por lo que su prevencién y/o su deteccion precoz es
imprescindible.

En lineas generales su incidencia es mayor en aquellos tumores que han
requerido RT administrada sobre el SNC, cuello y pelvis, pero también aparecen
tras la administracion de ciertos agentes QTS.

Engloban varias entidades: alteraciones del crecimiento, disfuncidon
tiroidea, disfuncion suprarrenal, trastornos metabdlicos, alteraciones de la
pubertad y alteraciones de la funcién gonadal.

Conocer la fisiologia del sistema reproductor, asi como su evaluacion y

definicion de normalidad permite un mejor reconocimiento de su alteraciéon
derivada del tratamiento frente al cdncer.

.34 .
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4.2.1.1 Fisiologia

Para entender el mecanismo gonadotdxico de algunos tratamientos, es
importante tener presente la fisiologia relacionada con la fertilidad y el
desarrollo puberal.

4.2.1.1.1 Fertilidad

Existen una gran cantidad de factores implicados en que una mujer
pueda tener hijos bioldgicos.

El eje hipotaldmico-hipofisario-ovdrico es el responsable de Ia
maduracion de los ovocitos, ovulacidn, revestimiento uterino y también estd
implicado en el inicio de la pubertad y el desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios (De Bruin M 2009). Un embarazo exitoso requiere, ademas de un
buen funcionamiento de este eje, un Utero receptivo a una implantacién y que
sea capaz de crecer mientras se produce el desarrollo fetal.

Al nacer el eje hipotdlamo-hipofisario (HH) esta activo por un breve
periodo de tiempo y posteriormente permanece quiescente hasta el inicio de la
pubertad. Llegado ese momento, el hipotdlamo produce pulsos de GnRH
(hormonas liberadoras de gonadotrofinas) que estimulan a la glandula pituitaria
para que libere a su vez hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH). Estas 2 hormonas facilitan la maduraciéon de ovocitos en los
ovarios, donde a su vez se producen esteroides sexuales implicados en el
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios. El inicio de la pubertad se
produce de media a los 11 afios y los estadios de Tanner van progresando cada
6-9 meses (De Bruin M 2009).

Si hablamos de las células de la linea germinal en el momento del
nacimiento se dispone de un “pool” fijo de foliculos primordiales, estimado en 1-
2 millones, detenidos en la profase diplotene de la primera division meidtica. A
partir de la primera menstruacién y en cada uno de los periodos, bajo el
estimulo de la FSH, un numero de foliculos primordiales quiescentes es
reclutado, madurando y convirtiéndose en foliculos antrales. Estos a su vez
producen hormonas como la inhibina B (que por mecanismos de feed back
negativo inhibe la produccion de FSH) o el estradiol que continua promoviendo
el crecimiento folicular y el desarrollo del endometrio. El resto de foliculos
primordiales permanecen en la corteza ovdrica a modo de “reserva”,
disminuyendo progresivamente con la edad hasta la menopausia a una edad
media descrita de 51 afios (Faddy MJ 1995) (Figura 3)-

De la cohorte de foliculos antrales que estdan en proceso de
maduracion, soélo uno, el foliculo dominante llegard en forma de dvulo a las
trompas de Falopio, a través de la mediacion de la hormona LH, mientras queel
resto de foliculos activados se reabsorben- Los restos del foliculo dominante
(cuerpo luteo), tras la ovulacidon, producirdan grandes cantidades de
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progesterona, implicada en el desarrollo y mantenimiento del revestimiento
uterino (Figura 4) (Figura 5).En el caso de que el ovocito no sea fecundado y no
tenga lugar la implantacion del embrién, el endometrio se desprende
produciéndose la menstruacion.

Figura 3 : Descenso de la poblacion de foliculos no crecientes desde el nacimiento hasta
la menopausia
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Extraido de : Wallace WH. Human ovarian reserve from conception to the
menopause (2010).
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Figura 4 : Etapas de la ovogénesis
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Figura 5 : Maduracién y crecimiento folicular
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Extraido de : Alberts y col. Biologia Molecular de la célula (2004).

4.2.1.1.2 Desarrollo puberal

La pubertad es el periodo final del crecimiento y maduracién del nifio o
nifia en el que se alcanza la capacidad reproductiva. Es una etapa de transicion
entre la infancia y la edad adulta. Comienza cuando aparecen los caracteres
sexuales secundarios y aumenta la velocidad de crecimiento. Mas adelante el
nifio o la nifia va experimentando cambios somdticos y psicoldgicos que
progresan ordenadamente, hasta que al final alcanza la talla adulta, la madurez
psicosocial y la fertilidad (Temboury 2009).

En relacion a la cronologia del desarrollo puberal existe una variaciéon
muy amplia entre personas sanas de todo el mundo en el rango de inicio de la
pubertad, que sigue un patron familiar, étnico y de género. La escala de Tanner
describe los cambios fisicos que se observan en genitales, pecho y vello pubico, a
lo largo de la pubertad en ambos sexos. Esta escala, aceptada
internacionalmente, clasifica y divide el continuo de cambios puberales en 5
etapas sucesivas que van de nifia (I) a adulta (V) (Tanner JM 1976) (Figura 6). La
cronologia fisioldgica se situa entre los 8 y los 13 afios de edad.
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Figura 6 : Escala de Tanner en nifias

- - Estadio 1. Pecho infantil, no vello pubico.
Estadio 2. Botén mamario, vello pubico no rizado escaso,
en labios mayores.
Estadio 3. Aumento y elevacion de pecho y areola.
Vello rizado, basto y oscuro sobre pubis.
Estadio 4. Areola y pezon sobreelevado sobre mama.
Vello pabico tipo adulto no sobre muslos.
Estadio 5. Pecho adulto, areola no sobreelevada.
Vello adulto zona medial muslo.

Extraido de : Tanner JM. Clinical longitudinal standards for height, weight, height
velocity, weight velocity, and stages of puberty (1976).

4.2.1.1.3 Definicion de funcién gonadal normal en pediatria

La funcién gonadal normal se define por la presencia de un desarrollo
puberal espontaneo y adecuado a la edad, y valores séricos normales de FSH, LH
y hormonas de produccion gonadal, segln valores de referencia existentes en la
bibliografia en funcién del sexo y el estadio puberal (Tabla 2) (Moyano D 1996)
(Crofton PM 2002) (Sehested A 2000).
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Tabla 2: Resumen de los valores de referencia publicados para las concentraciones
séricas basales de FSH, LH y estradiol. Los resultados vienen expresados con la mediana

(rango)
IEfJTI;AEI:tI:L FSH (UI/L) LH (Ul/L) :E:Li?/?_l)OL
1,7 (1,4-2,3) <50
1 1,43 (0,31-4,75) | <0,05 (<0,05-0,68) 22 (<18-52)
2,3 (0,7-6,3) 1,0 (0,6-4,2) 51 (18-225)
1,8 (1,2-2,5) <50 (<50-62)
] 2,98 (0,61-6,84) | 0,275 (<0,05-4,31) 40,5 (<18-290)
3,6 (1,0-14,8) 1,8(0,7-11,1) 72 (22-283)
n-iv 5,2 (4,7-6,1) 113(98-127)
4,61 (2,91-8,79) | 2,16 (0,61-9,8) 128,5 (<18-1379)
! 4,4 (1,8-13,1) 2,6 (0,7-7,4) 106 (37-246)
5,07 (0,14-8,78) | 4,11 (<0,05-20,02) 162 (<18-1094)
v 5,4 (1,0-13,3) 7,1 (3,0-11,2) 182 (40-591)
4,45 (0,19-9,2) 3,77 (<0,05-20) 182 (27-1108)
Y 7,2 (0,5-10,2) 4,8 (0,6-12,4) 136 (55-426)
4.2.1.1.4 Evaluacion de la funcion gonadal en pacientes pediatricas y

adolescentes con antecedentes de cancer

En la evaluacidn de la funcion ovarica de pacientes con antecedente de cancer en
edad pediatrica o adolescente pueden considerarse varias etapas:

=  Anamnesis

Debe iniciarse con una adecuada anamnesis familiar y personal. Del
primero aspecto interesa conocer el patron de crecimiento y maduracién de los
padres y hermanos: talla final y edad a la que la alcanzaron, edad de la
menarquia materna. En el dmbito personal hay que preguntar por los
antecedentes perinatoldgicos (peso y talla al nacimiento) y por todo lo
relacionado con el cancer diagnosticado y tratado: edad al diagndstico, tipo de
cancer, estudio de extension, tipo de tratamiento antineopldsico recibido,
duracion del tratamiento, tipo de remisidn, existencia de recaidas y tiempo
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desde el final del tratamiento. Hay que considerar también la presencia de
enfermedades crénicas y el uso de medicaciones durante largos periodos de
tiempo como los corticoesteroides.

Es importante recabar informacién sobre aparicién o no de menarquia,
presencia y caracteristicas de las menstruaciones, aun sabiendo que su
normalidad no implica una adecuada reserva ovarica (Johnston RJ 2009)

=  Exploracion fisica (EF)

A continuacién, se ha de realizar una exploracion fisica general, con
determinacién del peso, la talla, la velocidad de crecimiento, las proporciones
corporales y la maduracion dsea, y evaluar el desarrollo puberal del paciente,
que incluye la valoracion de los genitales externos, el vello pubiano y axilar y
desarrollo mamario bilateral (seguin Tanner, figura 6)

= Analitica hormonal

Habitualmente se realiza una analitica de sangre para determinacion
basal de la concentracion de las hormonas del eje hipotalamo-hipofisario-
ovdrico. El estrégeno que se determina para valorar la funcién ovarica es el 17 B-
estradiol. La determinacién de progesterona en la adolescente como pardametro
de ovulacion es poco fiable, ya que un porcentaje de ciclos es anovulatorio. A
veces son necesarias pruebas dinamicas de la funcidén ovdrica, como el test de
estimulacion con GnRH o test de Luforan®, y el test del anadlogo de GnRH,
acetato de leuprolide, o test de Procrin®.

En los ultimos afios el valor de la hormona AntiMiilleriana (AMH) como
marcador predictivo de la reserva ovarica, esta adquiriendo un papel cada vez
mas relevante. La AMH, forma parte de la superfamilia de los factores de
crecimiento y diferenciacién. Se produce por las células de la pregranulosa del
pool de los FP cuando estos son reclutados para iniciar su crecimiento vy
desarrollo (Brougham MF 2012). El pool folicular en crecimiento se relaciona con
el pool de los foliculos primordiales. Su determinacion varia muy poco a lo largo
del ciclo menstrual, aventajando en eso a la FSH (Johnston RJ 2009), aunque
siguen faltando datos sobre la fluctuacién dia a dia, la pulsatilidad y las
variaciones entre los distintos ciclos.

A pesar de las incertidumbres con esta hormona, se han publicado
recientemente algunos datos clave de la AMH pacientes pediatricas con cancer
(Brougham MF 2012):

e La AMH es detectable antes de la pubertad,

e Tanto en prepuberales como post-puberales, sus niveles
descienden rapidamente poco después del inicio del
tratamiento antineoplasico.
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e Los niveles se recuperan al finalizar el tratamiento en pacientes
de bajo-mediano riesgo gonadotdxico, mientras que no lo
hacen en aquellas de alto riesgo, pudiendo indicar entonces
una peor funcion ovarica futura.

=  Ecografia ovdrica

Como estudio anatémico y morfolégico se utiliza la ecografia
abddmino-pélvica. Se valoran las caracteristicas del Utero (topografia, tamafio y
morfologia) y los ovarios (topografia, tamafio, ecoestructura y presencia de
foliculos). El crecimiento del Utero y los ovarios es proporcional a la edad
cronoldgica, la edad odsea y el estadio puberal (Holm K 1995) (Tabla 3). Es
importante sefialar que en condiciones normales tanto el ovario inmaduro como
el maduro tienen foliculos en diferentes fases de desarrollo y en atresia.

Habitualmente el recuento de foliculos antrales (RFA) con medidas
entre 2-10 mm a través de ecografia transvaginal, ha demostrado la mejor
correlacion entre la edad cronoldgica en mujeres sanas con periodos
menstruales normales y fertilidad. El nUmero medio de foliculos antrales entre
los 25-34 afios es de 15, mientras que entre los 41 y 46 afios es de 4 (Scheffer GJ
2003).

La decisién de realizar ecografia abdominal o transvaginal en el
seguimiento de pacientes pedidtricas y adolescentes supervivientes de un
cancer dependera de la edad, madurez psicoldgica y la urgencia o necesidad de
conocer la situacion de reserva ovarica

Tabla 3: Caracteristicas ecograficas de los genitales internos femeninos en relacién al
desarrollo puberal. Los resultados se expresan con la mediana (rango)

. Volumen uterino | Volumen ovarico | Tamaiio folicular

Estadio Puberal

(mL) (mL) mayor (mm)
1 1,6 (0,7-7,9) 1,2 (0,5-5,1) 4,0 (2,0-8,0)
] 2,8(1,3-8,1) 2,2 (1,0-4,6) 5,0 (3,0-8,0)
1} 8,0 (2,0-18) 4,1 (1,9-8,6) 5,0 (4,0-10)
v 37 (11-56) 6,2 (1,3-28) 7,0 (3,0-38)
Vv 43 (12-82) 7,3 (1,9-23) 6,0 (3,0-36)
Adulto

61 (37-130 7,6 (2,9-37 8,0(3,0-36
(519 arios) (37-130) 6 (2,9-37) ,0(3,0-36)

Extraido de: Holm K et al. Pubertal maturation of the internal genitalia: an
ultrasound evaluation of 166 healthy girls (1995).
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4.2.2 Consecuencias clinicas relacionadas con la
gonadotoxicidad del tratamiento antineoplasico

Como se deduce del resumen fisiolégico, cualquier “agresidon” sobre el
eje HH, ovarios o Utero puede alterar la capacidad reproductiva de una mujery el
desarrollo puberal de las pacientes mas jovenes (De Bruin M 2009).

De forma muy general podemos sintetizar que:

1. Una lesion sobre el eje puede provocar retraso o interrupcién en el
desarrollo puberal provocando amenorrea primaria (si ocurrié antes del
inicio de la misma) o secundaria (si ocurrié después).

2. El dafio ovdrico puede reducir significativamente tanto el pool de
foliculos en crecimiento (provocando amenorrea inmediata) como el
pool de foliculos primordiales, ocasionando infertilidad, una ventana
fértil reducida o una menopausia prematura (MP) con los consiguientes
riesgos y efectos secundarios adversos que de ello se derivan.

3. Los daios a nivel del Utero pueden provocar recién nacidos prematuros
o de bajo peso, asi como abortos espontdneos debido a su incapacidad
para albergar un feto en crecimiento.

4.2.2.1 Fallo ovarico precoz (FOP)
=  Definicion genérica

Se define como el cese de la actividad ovdrica a una edad temprana. Se
diagnostica cuando al menos 2 determinaciones de la hormona FSH se
encuentra por encima de 40 Ul/ml, independientemente de la presencia o
ausencia de sangrado menstrual, ya que éste no es indicativo de funcidn ovarica.

El FOP implica cese del funcionamiento del ovario como oérgano
implicado en la reproduccion ocasionando futura infertilidad, es decir,
incapacidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses o mas, de
relaciones sexuales no protegidas (Lee SJ 2006), pero también implica la
interrupcién de su funcién hormonal, asociada con problemas vasomotores,
esqueléticos, genitourinarios y cardiovasculares.

Los sintomas reconocibles de fallo ovarico hormonal consisten en
rubores, sudores nocturnos, insomnio, fluctuaciones del estado animico,
irritabilidad, sequedad vaginal, dispareunia y disminucion de la libido. Es
importante preguntar sobre ellos de forma sistemdatica en las consultas de
seguimiento para conocer incidencia e instaurar precozmente tratamiento en el
caso de existir un déficit real.
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=  Matices en la definicidn

A pesar de que una cifra de FSH por encima de 40 Ul/ml, es
universalmente reconocida como definicion de FOP, en muchas ocasiones se
utilizan puntos de corte inferiores (25 Ul/ml, 20 Ul/ml incluso 15 Ul/ml) que
ademas se valoran en el contexto del desarrollo puberal de las pacientes cuando
se trata de pacientes en edades pediatricas (DeWire M 2014).

Con frecuencia suelen combinarse los criterios de gonadotrofinas con
cifras de estradiol, asi como presencia o ausencia de menstruaciones (Raciborska
A 2014) (Balachandar S 2014) (Anderson RA 2015). Una de las definiciones mas
repetidas y que ademas ha sido la utilizada en la descripcién de los resultados de
esta tesis es:

Presencia de FOP si se cumplen 2 o mas de los siguientes criterios:

e amenorrea durante al menos 4 meses
e FSH>251U/I en al menos 2 ocasiones
e estradiol bajo concomitante a FSH > 25 IU/I

=  (Clasificacion segun cronologia

Segun diferentes autores podria clasificarse en 2 formas teniendo en
cuenta el contexto del tratamiento frente al cancer (Chemaitilly W 2006):

e Fallo ovarico agudo (FOA), si ocurre poco después del final del
tratamiento antineoplasico, generalmente entre 6-12 meses y
normalmente hasta un maximo de 5 afios tras el cese de la
terapia.

e Menopausia prematura si el fallo ovarico se produce antes de
los 40 afios de edad y después de 5 afios del diagndstico del
cancer. Algunos pacientes podrian cumplir estos requisitos, aun
habiendo recuperado una funcién ovarica normal durante los
primeros afos.

=  (Clasificacion segun su relacién con el desarrollo puberal

En pacientes pediatricas el FOP puede tener implicado o no un retraso
en el desarrollo puberal (ver mas adelante pubertad retrasada). Segun estas
circunstancias podemos encontrar en la literatura descrito:

e Fallo ovarico precoz o fallo gonadal COMPLETO: cuando a la
definicion previa se asocia la ausencia de inicio o progresion
del desarrollo puberal. Habitualmente encontramos estradiol
sérico basal bajo y concentraciones séricas basales de
gonadotropinas elevadas.
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e Fallo ovarico precoz o fallo gonadal INCOMPLETO O PARCIAL:
Definiciéon previa pero con desarrollo puberal iniciado
espontaneamente y en la cronologia normal. En esta situacion
el estradiol sérico basal puede ser normal.

Es importante recalcar que para hablar de FOP o fallo gonadal es
necesario el seguimiento de los pacientes en el tiempo con determinaciones
hormonales seriadas, sobre todo, en pacientes pediatricos prepuberales o que
no han completado el desarrollo puberal.

4.2.2.2 Alteraciones de la pubertad

Los tratamientos antineoplasicos en edad pediatrica pueden ocasionar
alteraciones del desarrollo puberal, tanto en el sentido de retraso de su
aparicion como adelantamiento a la edad fisioldgica.

4.2.2.2.1 Pubertad retrasada (PR) en niiias

Se define desde un punto de vista practico cuando una nifia a los 13
afios no ha comenzado con el desarrollo mamario (S1). El concepto también
incluye la detencién de la pubertad ya iniciada o si su progresién es muy lenta y
no alcanza el estadio final en tiempo normal- Se considera que existe un
desarrollo incompleto cuando trascurren mas de 5 afios entre los primeros
signos de pubertad y el desarrollo genital completo en el varén y la menarquia
en la mujer (Canete R 2011).

Dentro de los subtipos existentes el hipogonadismo hipo e
hipergonadotrépico son los mas frecuentes tras una patologia tumoral. En el
caso de afectacion de la regién HH normalmente secundaria a RT craneal,
encontrariamos niveles bajos/normales de estradiol, FSH/LH y una falta de
respuesta de FSH y LH a LHRH. En el caso de afectacion ovarica, encontrariamos
niveles bajos de estradiol y un aumento de FSH/LH.

El tratamiento se efectia mediante administracion sustitutiva de
esteroides gonadales, estrégenos y progestagenos en nifias y testosterona en
nifios. Su inicio suele retrasarse respecto a la edad habitual de pubertad, pero
sobre todo en nifias, conviene no diferirlo demasiado, para evitar la
desmineralizacidn 6sea que acompania al hipoestrogenismo (Ferragut J 2004).

4.2.2.2.2 Pubertad precoz (PP) en niias

Se define como la aparicion de caracteres sexuales secundarios a una
edad no fisioldgica, que se acepta antes de los 8 afos en nifias para una
poblacidn caucasica en paises desarrollados.

La PP central es aquella producida por una activacién prematura del

factor liberador de gonadotrofinasEs el subtipo mas frecuente que aparece tras
el tratamiento antineoplasico. Se observa en pacientes sometidos a irradiacion
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craneal (>25 Gy) por tumores del SNC y en el pasado cuando se hacia profilaxis
de recaidas en LLA con RT a dosis bajas (24Gy) sobre todo en nifias. Existe una
correlacion positiva entre la edad de inicio de la pubertad y la edad en el
momento de la RT, de modo que los nifios irradiados a un edad mas temprana
tienden a un desarrollo sexual mas precoz.

Su diagndstico y manejo es fundamental para la normalizacion de los
caracteres sexuales secundarios (incluyendo efecto sobre menstruaciones,
volumen mamario y menos sobre vello pubico) pero sobre todo por las
implicaciones en la velocidad de crecimiento y el prondstico de talla final. La PP
provoca una aceleracién excesiva de la edad dsea y mantiene cierto ritmo de
crecimiento pudiendo enmascarar ademds un déficit de GH, comprometiéndose
aun mas la talla final. En estos casos siempre hay que efectuar tratamiento
combinado con GH y agonistas de LHRH (Vargas F 2011) (Ferragut J 2004).

4.2.3 Caracteristicas de los tratamientos gonadotodxicos

El cancer en si mismo y su tratamiento pueden interferir en la funcion
gonadal-reproductora. La toxicidad de los tratamientos puede darse a diferentes
niveles. La RT por ejemplo puede afectar a todos ellos: eje HH, ovarios y utero,
mientras que la QT tiene sus principales efectos lesivos sobre el tejido ovarico.

La intensidad de la toxicidad de los tratamientos oncolégicos utilizados
en pediatria a este nivel depende fundamentalmente de: los agentes elegidos
(cirugia, QT, RT o su combinacién), la dosis total administrada y la edad a la que
se reciben. Se ha visto que los ovarios son algo mas resistentes a la QT en la
etapa prepuberal que en el resto de edades, sin implicar con ello que estén
protegidos (Borgmann-Staudt A 2012), mientras que por el contrario el Gtero es
especialmente vulnerable en la etapa prepuber particularmente a la radiacion.

Las células germinales (FP quiescentes y foliculos en crecimiento del
ovario) son las principales células damnificadas por la QT y RT, pero no son las
Unicas. Paralelamente hace ya un afios que se ha cuestionado la doctrina basica
de reproduccidn en la que las hembras de los mamiferos perderian la capacidad
de renovar sus células germinales durante la vida fetal. De manera experimental,
el equipo de Johnson mostraron en el 2004, la produccidn de células germinales
en el ovario del ratéon adulto (Johnson J 2004).

4.2.3.1 Quimioterapia
4.2.3.1.1 Mecanismos de accion general de la QT

Las células cancerigenas entran en el ciclo celular para reproducirse. La
accion de los farmacos antineoplasicos esta dirigida a suprimir la proliferacion
del tumor. Para ello actuan sobre la maquinaria reproductora, bien sobre el
ADN, el ARN o sobre componentes citoplasmaticos imprescindibles para la
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divisién celular (citoesqueleto, microtubulos). En otras ocasiones el objetivo es
inhibir la sintesis proteica (Gonzalez 2003).

Los citostaticos pueden clasificarse:

e Atendiendo a su nivel de actuacién en el ciclo celular. Pueden
afectar a todo el ciclo o actuar en fases especificas: Fase GO o
reposo, Fase G1 (post-mitdtica o pre-sintética), Fase S (sintesis
de ADN), Fase G2 (pre-mitética o post-sintética), Fase M
(mitosis: periodo de divisién celular).

e Segln su mecanismo de accién y estructura quimica. Siendo
los principales grupos: AA, antimetabolitos, complejos del
platino, antibidticos citostaticos y productos de origen natural.

De forma no deseada y debido a la baja especificidad de la mayoria de
ellos, su accion también se manifiesta en otras localizaciones, siendo
susceptibles aquellas que tienen un recambio celular rapido. En estos tejidos por
lo general el efecto es reversible. Sin embargo en otros drganos, por ejemplo el
ovario, pueden ocasionar una destruccidn irreversible de las células germinales
provocando como ya hemos descrito un FOP.

Estudiar los efectos adversos posibles de cada uno de los farmacos, es
muy complejo, ya que la mayoria de las veces se utilizan en combinacion vy
ademds con gran variabilidad en la dosis segin edad, diagndstico, estadio y
protocolo utilizado.

=  Agentes Alquilantes

Los agentes QTS mas gonadotdxicos son los AA. Muestran gran afinidad
por el ADN y las proteinas, a los que adicionan sus radicales altamente reactivos.
Asi se producen enlaces entre cadenas de ADN y otras trasformaciones
impidiendo su replicacion y trascripcion de ARN y actuando en cualquier fase del
ciclo celular (Gonzalez 2003). Se utilizan de forma muy generalizada en
Oncologia Pediatrica (OP) para el tratamiento de leucemias, linfomas y sarcomas
entre otros tumores.

Los AA tradicionales mas usados en la actualidad en pediatria incluyen:
ciclofosfamida (CFM), ifosfamida, busulfan, melfalan, dacarbacina, procarbacina,
tiotepa y lomustina.

Los complejos del platino (carboplatino y cisplatino los mas usados en
pediatria), sin ser estrictamente AA, tienen un mecanismo de accién muy similar,
por lo que en ocasiones segun trabajos, pueden quedar englobados en el mismo

grupo.

=  Agentes no alquilantes
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Respecto a los agentes no alquilantes, muchos son dependientes del
ciclo celular, como por ejemplo los antimetabolitos. Afectan por tanto a las
células que se encuentran en crecimiento o dividiéndose. La mayoria son
analogos estructurales de los metabolitos que normalmente intervienen en los
procesos de crecimiento y divisidn, incorporandose a las moléculas de ADN y
ARN, trasmitiendo falsos mensajes. En el caso del ovario afectaria por ejemplo
s6lo aquellos foliculos que se encuentren en fase de crecimiento o de
maduracion.

No existen muchos estudios sobre agentes no alquilantes vy
gonadotoxicidad a largo plazo, pero en general se considera que el efecto
cuando se administra en edad pediatrica es muy pequefio.

Larsen y colaboradores encontraron de forma estadisticamente
significativa ovarios de menor tamafo y menor RFA en pacientes tratadas sin
agentes alquilantes y sin RT abddmino-pélvica respecto al grupo control. Estas
pacientes presentaban menstruaciones regulares en el seguimiento vy
conservaban esa misma situacion 10 afios después en un trabajo
complementario que realizé el mismo equipo (Larsen EC 2003) (Nielsen SN
2013).

El trabajo publicado por Meirow, cuantifica el riesgo de FOP atendiendo
a los diferentes grupos de citostaticos y ajustado a la edad. Los agentes
alquilantes presentan un OR de 3,98 y los derivados del platino OR de 1,77
mientras que el resto de grupos ‘antibidticos, antimetabolitos y alcaloides de la
vinca) no provocan un fallo ovérico considerable (Meirow 2000).

Se recoge a continuacién una clasificacién general de los citostaticos

mas empleados en pediatria de acuerdo a su mecanismo de accion y
globalmente su accién gonadotodxica publicada (Tabla 4).
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Tabla 4: Resumen de los principales agentes QTS utilizados en pediatria y la

:: INTRODUCCION

gonadotoxicidad relacionada con ellos.

ACTUACION | GRUPO ACTUACION B’;RA'\SQSCE; MAS $g)'(\:gDDc/i
GLOBAL FARMACOLOGICO | ESPECIFICA PEDIATRIA D
Melfalan )
DERIVADOS DE LA .
Busulfan
MOSTAZA _ - okl
NITROGENADA Ciclofosfamida AMA
Ifosfamida )
ACTIVOS :
Carmustina (BCNU
SOBRE EL AETEIES NITROSOUREAS - ( ) ¢¢
ADN ALQUILANTES Lomustina (CCNU) M
Dacarbacina (DTIC) | AN
TETRAZINAS- .
TRIAZENOS Procarbacina L))
Temozolamida A
ETILENOIMINAS Tiotepa MMA
ANALOGOS DEL ACIDO
FOLICO Metrotexato >
ANALOGOS DE LAS Citarabina N
PIRIMIDINAS Gemcitabina >
Fludarabina é?
AGENTES ANALOGOS DE LAS Mercantonurin >
ANTIMETABOLITOS PURINAS ercaptopurina
Tioguanina >
DERIVADOS Topotecan é?
CAMPTOTECINA Irinotecan (’,?
EPIDOFILOTOXINAS Etopdsido (VP-16) N
Doxorrubicina N
(adria)
Daunorrubicina é?
5 ANTRACICLINAS B >
ANTIBIOTICOS pirrubicina
CITOSTATICOS Idarrubicina >
Mitoxantrona ->
Bleomicina 2> ¢?
OTROS ANTIBIOTICOS ———
Dactinomicina >
DERIVADOS DEL Cisplatino MM
PLATING Carboplatino N
Vincristina >A
:)'\'EHLlilDORES ALCALOIDES DE LA Vinblastina 0
MITOSIS VINCA Vindesina é?
Vinorrelbina é?
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Docetaxel é?
TAXOIDES Paclitaxel é?
Rituximab é?
EQ?;SCRELSUL ﬁ/ll\glilCOUCELi)Pl\?ASLES Gemtuzumab ¢?
Alemtuzumab é?
OTROS Imatinib N
MISCELANEA Asparraginasa 2> ?

4.2.3.1.2 Mecanismos de lesion de la QT sobre el ovario

La QT tienen sus principales efectos adversos gonadotdxicos sobre el
ovario, sin afectar o hacerlo de forma minima al eje HH y al Utero. Por otra parte
no actua igual sobre los foliculos grandes que se encuentran en proceso de
crecimiento, que sobre los PF “durmientes” que actian como reserva.

=  Actuacidn de la QT sobre Foliculos en crecimiento

La QT afecta de forma predominante a células que se encuentran en
proceso de divisién, por lo que destruyen los foliculos maduros o en
crecimiento, induciendo apoptosis en las células de la granulosa. Clinicamente se
traduce en una interrupcion de las menstruaciones y generalmente se produce
un reinicio de las mismas tras un tiempo de recuperacion. Incluso una dosis baja
de QT puede provocar este efecto, sin ocasionar grandes cambios sobre la
reserva ovarica (Meirow D 2010)

= Actuacion de la QT sobre Foliculos primordiales

El efecto de la QT en el ovario sobre este tipo de células no cumple el
fendmeno del “todo o nada”, por lo que el nimero de FP que sobreviven tras su
administracion es dependiente de diversos factores: edad, dosis y tipo de agente
utilizado (Meirow D 1999). La replecion de la reserva ovarica puede ser muy
intensa, como la que se produce tras el acondicionamiento de un TPH, mientras
que en otras ocasiones es mas paulatina, pudiendo acortar en varios afios
(incluso décadas) la vida funcional de este érgano (Vatanen A 2013).

El mecanismo de afectacion de los FP no esta del todo claro. Existen 3

posibles opciones que de forma complementaria pueden dafar la reserva
ovdrica (Morgan S 2012) (Figura 7 : Mecanismos de lesidn de FP por QT):
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Figura 7 : Mecanismos de lesién de FP por QT
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Extraido: Morgan S. How do chemotherapeutic agents damage the ovary? (2012)

a. Apoptosis

Se ha sugerido tras diferentes estudios in vitro e in vivo que la QT
provoca una alteracion de la arquitectura folicular e hinchazén de las células de
la granulosa. Seria la apoptosis el principal mecanismo de destruccién. Se
necesitan mas trabajos que intenten aclarar si la apoptosis se produce
directamente sobre el ovocito, o como consecuencia de la producida en las
células de la granulosa que le rodean (Oktem O 2007).

b. Fibrosis del estroma

Un mecanismo alternativo mas indirecto, es la alteracion en la
vascularizacidon provocada por los citostaticos ocasionando una obturacién de
los vasos sanguineos. Como consecuencia aparecerian areas de fibrosis en la
corteza ovdrica, asi como formacién de vasos desestructurados para compensar
la falta de riego (Meirow D 2007). La isquemia producida afectaria al crecimiento
y supervivencia de los FP.

c. Burn-out folicular

Por otro lado, a estos mecanismos clasicamente descritos, se afiaden
recientemente nuevas hipdtesis como la del “burn-out” folicular. Entender la
situacion de los foliculos primordiales “durmientes”, que constituyen nuestra
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principal reserva ovdrica, resulta fundamental. En condiciones normales cuando
estos foliculos se activan, inician un crecimiento unidireccional e irreversible,
que puede culminar en ovulacién, pero para la mayoria de ellos en atresia
(figura 7). El mantenimiento a largo plazo de esos foliculos en ese estado
durmiente es la clave para conseguir una éptima duracién de la vida fértil
(Novella-Maestre E 2015). En el ovario de mamiferos, la activacion progresiva de
los foliculos primordiales sirve como fuente de ovocitos fértiles. La menopausia,
o el final de la vida reproductiva de las mujeres, se produce cuando el pool de
foliculos primordiales se agota.

La teoria de “burn-out” propone que la pérdida de la reserva ovarica se
debe al aumento del reclutamiento de estos foliculos inactivos, que finalmente
mueren por atresia.

La via de sefalizacion PI3K se compone de moléculas que regulan la
proliferacion celular, la supervivencia, la migracién y el metabolismo. Estudios
recientes, han demostrado la implicacion del sistema PTEN/PI3K/Akt en la
activacion y maduracién de los foliculos ovaricos. Ratones con falta de funcién
de PTEN en los ovocitos presentaban un aumento de la activacion del conjunto
del foliculos primordiales. Posteriormente, cuando los animales llegaron a una
edad adulta temprana, todos los foliculos primordiales se agotaron causando un
FOP (Reddy P 2008). Asi mismo se ha estudiado como la estimulacion in vitro de
la via PI3K/Akt da lugar a un incremento de la activacion de los foliculos
“durmientes” observandose en las células de la granulosa, de los foliculos
activados, un aumento de los niveles de AMH indicador de la fase folicular
secundaria/preantral (Li J 2010).

El pool de FP en estado quiescente se mantiene gracias a los
mecanismos inhibidores de diversas moléculas, incluyendo PTEN, p27, FOXO3A,
mTOR Yy FOXL2. El papel de estas moléculas en el ovario consiste en evitar la
activacion de todo el conjunto de todo ese “pool”y al mismo tiempo permitir la
activacion de un nimero limitado de FP.La pérdida de la funcién de cualquiera
de estas moléculas inhibidoras parece ser suficiente para conducir a una
activacion excesiva de esa reserva (Adhikari D 2009). La activacidon de la via
PTEN/PI3K/Akt en los ovocitos conduce a la fosforilacion de FoxO3A, su
extrusién nuclear y como consecuencia la iniciacién de la maduracion del
foliculo (Gavish Z 2014).

Se ha descrito recientemente en el modelo animal, que algunos agentes
QTS, como la CFM, provocarian FOP como consecuencia de provocar cambios en
esa ruta (Kalich-Philosoph L 2013). Algunos citostaticos provocarian por tanto
una activacién masiva de FP que luego seran destruidos por atresia (Figura 8).
Los mecanismos que conllevan a este fendmeno pueden ser dos (Roness H 2013)
(Meirow D 2010):
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1. La QT provoca apoptosis sobre los foliculos en crecimiento. La
pérdida de éstos, resulta en una disminucidn de los factores
paracrinos de sefializacién inhibitoria ‘tales como AMH)y un
posible aumento en la activacién de PF

2. Paralela o previamente a este hecho, la QT induciria la
fosforilacion de proteinas clave en la via de sefializacién PI3K,
alterando el equilibrio del sistema de control responsable del
mantenimiento de la latencia de los FP-

En un estudio realizado por el equipo de Meirow, demostraban que la
coadministracion del agente AS101 atenuaba el burn-out folicular a través de su
efecto sobre la via PI3K y la reduccion de la apoptosis en el cultivo de foliculos-
Sus resultados abren la puerta a otras moléculas que actuen sobre esta via de
activacion y que por tanto puedan tener la capacidad de reducir el desgaste del
foliculo ovarico en el contexto de utilizacion de tratamientos gonadotdxicos o
trasplante de tejido ovarico, donde también se ha observado el mismo
fenémeno (Kalich-Philosoph L 2013).

Figura 8 : Mecanismo de inhibicion de la activacion folicular en condiciones normales y
factores que pueden desequilibrar la situacion provocando un activacion masiva y
acelerada
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Extraido de: Roness H. Ovarian follicle burnout: a universal phenomenon? (2013)
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4.2.3.1.3 Importancia de la edad y el daiio ovarico por QT

El pool de FP disminuye de forma clara con la edad, por lo que la
afectacidon ovdrica de la QT y sus consecuencias clinicas serdn mayores si se
administran partiendo de una menor reserva ovarica.

Algunas publicaciones antiguas ya demostraban en 187 pacientes
diagnosticadas de anemia apldsica o LA y expuestas a CFM e ICT previa al TPH
(con edades comprendidas entre 13 y 49 afios), que la probabilidad global de
recuperacién ovarica tan sélo era de un 0.24 y en clara relacion con la edad de la
pacientes. Concluian que con ese acondicionamiento la recuperacién ovarica
aparece en una alguna paciente joven y en ninguna de las mayores (Sanders JE
1988).

Uno de los trabajos de Meirow resume en la misma linea la importancia
de la edad a la que se administra el tratamiento QT en pacientes afectas de
cancer de mama y enfermedad de Hodgkin (EH). Las mujeres mayores
claramente tienen un riesgo mayor de FOP e infertilidad comparado con mujeres
mas jovenes al recibir el mismo tratamiento (Meirow D 2001).

Vatanen y colaboradores publicaron un trabajo con 92 pacientes
sometidas a TPH a una edad media de 9 afios (1-19), confirmando que las
pacientes mas jovenes tenian una mayor probabilidad de recuperar las funciéon
ovdrica tras el TPH. En el estudio destaca por otra parte que algunas de las
pacientes jovenes que la habian recuperado inicialmente, presentaban
posteriormente un FOP a edades cercanas a los 20, recalcando la necesidad de
un adecuado seguimiento, por si ademas en el trascurso del mismo y ante un
descenso de la reserva fueran pacientes candidatas a técnicas de PF post
tratamiento (Vatanen A 2013).

A pesar de ello, como vemos el ovario de nifias y adolescentes no estd
protegido de la QT. La “resistencia” de la que muchos han hablado sobre todo en
el ovario prepuber se explica por la mayor reserva folicular en el momento de
iniciar el tratamiento (Rodriguez-Wallberg KA 2014). En el trabajo de Borgmann-
Standt sobre 138 mujeres sometidas a TPH a una edad media de 13 afios (rango
4-28), describen una frecuencia muy considerable de FOP en el 72% de las
pacientes con edades entre 1-12 afios, aunque menor comparada con el 91%de
FOP observado en las mayores de 13 afios. OR de 4.7 en pacientes puberales
frente a prepuberales (IC 95% 1.5-14.9) (Borgmann-Staudt A 2012)

4.2.3.1.4 Importancia del tipo y dosis de los agentes citostaticos en el daiio
ovarico.

En condiciones normales es el oncélogo pediatra el que tiene que
considerar el riesgo gonadotodxico de un tratamiento y el que ha de asesorar a
las pacientes sobre la indicacién y opciones de PF. Esta orientacidon no es
sencilla, ya que aunque globalmente se conoce que los AA son los farmacos mas

.54.
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gonadotoxicos, no todos lo son por igual y ademas la dosis es crucial para
determinar el riesgo. Del mismo modo la afectacion no es la misma en
varones/mujeres y como ya hemos visto la edad también puede modificar
mucho el riesgo. Algunos farmacos por tanto clasicamente muy dafiinos sobre
las génadas, pueden no serlo o serlo menos si hablamos de nifias y adolescentes
(Shapira M 2014). Muchos protocolos incluyen entre las poliquimioterapias,
algln AA, incluso mas de uno, pero a dosis bajas o medias y por tanto hay que
individualizar cuidadosamente cada caso.

Para intentar homogeneizar las dosis de alquilantes, poder dar una
valoracién global y ademas poder comparar diferentes estudios de toxicidad en
supervivientes de cancer, desde hace afios se utilizan unas puntuaciones “score”
que suman los distintos AA y sus dosis. La “AAD” Alkylating Agent Dose score se
confecciond hace ya mas de 20 afios teniendo en cuenta los siguientes factores:
Para cada agente alquilante, se suma la dosis por metro cuadrado. Para cada
agente, la distribucion de la dosis se divide en tertiles. Si la dosis que recibe el
paciente se encuentra en el primer tertil, se asigna una puntacién de 1 y
respectivamente de 2 y 3 si se encuentra en el segundo o tercer tertil. Si un
paciente no recibe un agente alquilante en particular recibe un score de cero
para ese agente. La puntacion para cada agente se suma y se obtiene la AAD de
ese paciente. Segun los diferentes estudios la puntuacién puede oscilar entre Oy
5,0y 9,0y 12, etc. dependiendo de la patologia estudiada. Recientemente se ha
publicado un trabajo por el grupo del CCSS, en el que de forma similar definen la
dosis equivalente de ciclofosfamida “CED” (Figura 9) y proponen una férmula
para el cdlculo de la misma. Los autores defienden que su uso generalizado
podria ayudar mucho en la comparativa de publicaciones en relacion a las
toxicidades a largo plazo (Green DM 2014).

Figura 9 : Férmula para el calculo de la dosis equivalente de CFM

The Cyclophosphamide Equivalent Dose is calculated using the following
equation:

CED (mg/m?) = 1.0 (cumulative cyclophosphamide dose (mg/ m?)) + 0.244
(cumulative ifosfamide dose (mg/m?)) + 0.857 (cumulative procarbazine dose
(mg/m?)) + 14.286 (cumulative chlorambucil dose (mg/m?)) + 15.0 (cumulative
BCNU dose (mg/m?)) + 16.0 (cumulative CCNU dose (mg/m?)) + 40 (cumulative

melphalan dose (mg/m?)) + 50 (cumulative Thio-TEPA dose (mg/m?2)) + 100

(cumulative nitrogen mustard dose (mg/m?)) + 8.823 (cumulative busulfan dose
(mg/m?))

Extraida de: Green D et al. The cyclophosphamide equivalent dose as an

approach for quantifying alkylating agent exposure: a report from the Childhood
Cancer Survivor Study (2014)-
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Dados lo anteriormente expuesto, resumimos los trabajos mas
relevantes publicados sobre agentes citostaticos especificos utilizados en
primera lineaen OPrelacionados con gonadotoxicidad, haciendo hincapié en la
importancia de la dosis.

=  Ciclofosfamida (CFM)

Es un AA, ampliamente utilizado en OP y con conocido efecto lesivo
sobre las génadas. Tras su activacion en el higado, un gran numero de
metabolitos pasa a la circulacién y origina toxicidad directa sobre distintas
células y tejidos. Se cree que la mostaza de fosforamida constituye su principal
metabolito gonadotdxico. Su efecto sobre gdonadas y la dosis que necesita para
provocarlo es diferente en el caso de los hombres y mujeres, siendo los primeros
mucho mas susceptibles y afectando de forma distinta dependiendo de la edad.

La CFM ha sido ampliamente estudiada y en ocasiones administrada en
monoterapia a pacientes con enfermedades reumatoldgicas y hematoldgicas. La
edad y la dosis de CFM son claves para determinar el riesgo de FOP. En un
estudio de mujeres afectas de LES tratadas con pulsos de CFM, la amenorrea
prolongada aparece Unicamente en un 12% de las mujeres menores de 25 afios,
en comparacién con 27% entre 26-30 afios y casi un 50% en las mayores de 31
afios (Katsifis GE 2004).

Blumenfeld, propone en una revisidn sobre agentes citotdxicos y
funcién ovérica, una dosis acumulada de 48 gr/m?, para causar practicamente
siempre FOP en pacientes prepuberales, siendo entre 20-50 gr/m? necesarios en
pacientes entre los 20-35 afios, 6-10 gr/m? a pacientes entre 35-45 afios y de
5gr/m? en aquellas con 45 afios (Blumenfeld 2012). En el mismo trabajo, se
considera un riesgo de FOP practicamente nulo en pacientes prepuberales y
hasta los 20 afios, que hayan recibido dosis inferiores a 7,4gr/m?.

En la misma linea, el trabajo de Sanders, refleja cdmo las 27 pacientes
menores de 26 afios diagnosticadas de anemia aplasicay sometidas a TPH, que
recibieron una dosis de CFM equivalente a <6gr/m? recuperaban su funcién
ovdrica tras el TPH: Por el contrariotan solo lo hicieron 5 de las 16 mayores de
esa edad (Sanders JE 1988).

En otra publicacion muy reciente, se estudiaron 105 pacientes
supervivientes a un cancer pediatrico con edad media al diagndstico de 9.3 afios
(rango 0.04-17.7) yde 25 afios (rango 17-40) durante el momento del estudio.
Quedaban excluidas las pacientes tratadas con ICT, busulfan, tiotepa, RT pélvica,
tumor cerebral o gonadal y aquellas con fallo ovérico conocido. En 71 casos
habian recibido CFM (dosis media de 4,6gr/m? y en 12 pacientes con dosis por
encima de 10gr/m?). Otras 33 pacientes habian recibido Ifosfamida {dosis media
48gr/m? y en 20 casos por encima de 40gr/m?). En 19 casos se habia
administrado ademas RT subdiafragmatica (no pélvica) y en 14 se habia
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realizado TPH autdélogo sin los acondicionamientos excluidos. En los resultados
destacan: tan sélo el 8% presentaba un funcién ovarica alterada (FSH- AMH
alterada y amenorrea). Tras analisis estadistico explicaban las variables de
estudio: la edad a la evaluacion, haber recibido procabarcina o el diagnostico de
EH y haber recibido altas dosis de AApara el auto-TPH. No las explicaban ni la
CFM ni la Ifosfamida, ni tampoco la RT subdiafragmatica (no pélvica). Por otra
parte en los 3 grupos de tratamiento que proponen, se observa una superficie
ovdrica, una cifra de AMH y volumen ovdrico inferiores a los controles, pudiendo
indicar que estas pacientes cuenten con una menor reserva ovdrica. Los autores
no consideran que estos hallazgos impliquen infertilidad en un futuro (Thomas-
Teinturier C 2015).

= [fosfamida

La relacion de Ifosfamida con FOP ha sido menos estudiada que la CFM.
Con frecuencia existen en la literatura muchas limitaciones para aclarar su
implicacién y a qué dosis (Williams D 2008).

Se han descrito algunos casos de FOP tras recibir tratamiento para
osteosarcomas 0seos, sin que haya podido quedar clara la responsabilidad de
este agente en su aparicidon ya que la mayoria de veces su administracion esta
asociada a CFM y/o cisplatino (Palmert MR 2004). Con este mismo diagndstico y
con una poblacion homogénea, otro grupo describe la experiencia en 92
pacientes. Tras recibir entre 24-30 gr/m? de Ifosfamida en combinacién con una
media de 600 mg/m? de cisplatino (ademdas de otros agentes considerados no
gonadotoxicos) describen una amenorrea durante el tratamiento en un alto
porcentaje de los casos (69% de las postpuberales al dg), pero que solo es
permanente en 2 de ellas siendo ademas dos de las pacientes mas mayores de la
serie (39 y 43 afos) (Longhi A 2000)

Williams y su equipo estudiaron este tema en 32 varones y 13 mujeres
que en edad pediadtrica habian sido diagnosticados de sarcoma de Ewing vy
habian recibido en su tratamiento sélo ifosfamida como agente gonadotdxico.
Entre sus resultados se observan diferencias evidentes entre varones y mujeres,
siendo éstos primeros mas susceptibles. En los hombres una cifra de dosis total
de ifosfamida 60gr/m? marca en el trabajo la diferencia entre un mayor riesgo de
alteraciones hormonales y resultados de espermiograma (mediana de ifosfamida
administrada 96gr/m? con rango de 94-114 gr/m?). En el grupo de mujeres, la
mediana de dosis administrada fue 59,4 gr/m? (IQR 27-90) y entre los resultado
4 de ellas presentaban niveles de AMH inferiores a los de su grupo de control
(siendo el resto de hormonas normales), pudiendo indicar una menor reserva
ovdrica y un potencial problema de FOP en edades mas avanzadas. Recalcar que
contaban con los datos adicionales de 9 mujeres mas con las mismas
caracteristicas que no habian participado en el estudio y que tenian 11 hijos en
ese momento. Aunque el ndmero limitado de participantes hace dificil
extrapolar los resultados, segun los autores no parece que este farmaco
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impliqgue una afectaciéon gonadal considerable en la poblacién femenina
(Williams D 2008).

Como ya se ha comentado con la CFM, el trabajo de Thomas-Teinturier,
no encuentra que la administracion de ifosfamida sea predictiva de alteracion de
la funcién ovérica en 33 pacientes (dosis media 48gr/m? y en 20 casos por
encima de 40gr/m?) (Thomas-Teinturier C 2015).

En el trabajo publicado recientemente por Raciborska y colaboradores
se analiza la funcién ovarica en 27 supervivientes de sarcoma de Ewing. En 12
casos fueron tratadas sélo con QT segun regimenes VIDE/VAI con una dosis
acumulada de Ifosfamida de 102 gr/m? o seglin esquema VIDE/VAC con dosis
acumulada de Ifosfamida de 60 gr/m? mas CFM 10,5 gr/m?. En estas pacientes se
observa una insuficiencia ovarica transitoria en el 75 % de los casosy en 25% de
ellas de forma permanente (Raciborska A 2014).

=  Busulfan

Es otro de los AA gonadotdxicos mas conocidos. Es uno de los
acondicionamientos cldsicos previos a TPH y con frecuencia la alternativa a la ICT
cuando la edad es un factor limitante para administrarla. La OR de FOP en
pacientes sometidas a TPH con este farmaco es de 47,5 (IC 95% 5,4 — 418,1)
(Borgmann-Staudt A 2012). Otros trabajos dan cifras igual de contundentes
demostrando que tan solo el 25% de las pacientes pediatricas y adolescentes
que lo habian recibido recuperaban su funcién ovarica a largo plazo (Vatanen A
2013).

Las dosis totales entre 400 y 600 mg/m? son las mas utilizadas, y se
relaciona con muy alto riesgo de FOP e infertilidad en cualquier franja de edad.

=  Melfalan

El melfaldn es otro AA utilizado principalmente en el acondicionamiento
de TPH. Aunque puede usarse como farmaco Unico normalmente va asociado a
otros, completando asi regimenes mieloablativos o bien de intensidad reducida.
La dosis habitual es de 140m/m?.

Su responsabilidad individual en relaciéon a la gonadotoxicidad no ha
sido tan estudiada como el busulfan, pero a dia de hoy y en general se sigue
considerando un factor de riesgo de FOP (Thomas-Teinturier C 2015). A pesar de
ello, algunos trabajos defienden su perfil mucho menos lesivo al compararlo con
otros regimenes.

En una publicacidn reciente, se analizan las diferencias al respecto entre

el esquema busulfan-CFM (mieloablativo), y el acondicionamiento de intensidad
reducida melfalan-fludarabina. Aunque el grupo es pequeifio (23 y 21 pacientes
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respectivamente) se encuentran diferencias estadisticamente significativas en:
desarrollo puberal espontaneo (56% vs 90%), mayor aumento medio de
gonadotrofinas en el grupo que contiene busulfan (FSH 64,3 1U/I vs 6,1 IU/l)y
necesidad de THS bien para inducir pubertad o en el manejo de MP 61 % vs
9,5%) (Panasiuk A 2015). Estos hallazgos son superponibles a los descritos por el
grupo de Singhal en el afio 1995, donde la tasa de embarazo fue
significativamente mds alta para aquellas mujeres acondicionadas sélo con
melfalan (3 embarazos en 4 mujeres), comparado con aquellas que recibieron
otros regimenes (0 de 53) (Singhal S 1996).

El grupo de Even-Or publica recientemente una serie pequefia de 8
mujeres diagnosticadas de LMA que recibieron TPH autdlogo a una edad media
de 10,5 afios (1-19) sélo acondicionado con Melfalan y que previamente no
habian llevado ningin AA. Realizan seguimiento a una edad media de 25,5 afios
{13-36) y aunque encuentran RFA y AMH bajos en todas ellas, 2 pacientes habian
tenido nifios y 2 estaban embarazadas durante el estudio, en todos los casos de
forma espontanea. Otra paciente de 16 afos, por descenso de AMH durante
seguimiento, se sometid a vitrificacion de ovocitos, extrayendo exitosamente 16
sin incidencias (Even-Or E 2015).

= Tiotepa

Citostatico del grupo de los AA, usado en acondicionamiento de TPH,
con frecuencia en aquellos tumores del SNC que requieren megaterapia con
rescate autélogo (por ejemplo meduloblastoma) y en estos casos con frecuencia
se utiliza esquema en “tdndem” (2-3 megaterapias consecutivas). También
usado clasicamente en acondicionamiento de leucemias la mayoria de veces en
asociacién con busulfan. Las dosis habitualmente utilizadas se encuentran entre
300-900 mg/m? Existe muy poca informacién publicada sobre los efectos
gonadales de este farmaco en humanos aunque habitualmente se ha englobado
como agente de alto riesgo gonadotdxico. Balachandar y su equipo han
publicado recientemente los datos del seguimiento de 31 pacientes
diagnosticadas de meduloblastoma, que habian recibido Irradiacién craneo-
espinal (ICE) y QT estandar y en 5 de los casos habian precisado ademdas TPH
acondicionado en todos ellos con tiotepa (asociada a carboplatino y etopdsido).
En el estudio sélo un 5,9% de las pacientes con ICE mas QT estandar presentan
FOP, respecto al 60% de las que precisaron TPH (Balachandar S 2014).

=  Procarbacina

Es un AA utilizado desde hace varias décadas y en pediatria con uso
preferente en la actualidad en la EH- Su potencial efecto téxico sobre génadas,
ha sido ampliamente descrito. Sabemos, como en otros farmacos, que la
susceptibilidad es mayor en varones que en mujeres (Brougham MF 2003),
aunque su accién deletérea sobre la funcion ovarica también ha sido reportada.
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Los datos publicados en adultos, son numerosos, pero también existen cifras de
pacientes con cancer infantil una vez llegan a la edad adulta.

Entre los trabajos pediatricos, el grupo de Thomas-Teinterier sobre 105
supervivientes y tras andlisis multivariante, refieren el uso de la procabarcina
como variable explicativa del FOP, ademas de la edad y el uso de altas dosis de
alquilantes como acondicionamiento previo a un TPH. Como su uso, con
frecuencia se relaciona con el diagnostico de EH, en ocasiones es dificil
separarlos como factores de riesgo (Thomas-Teinturier C 2015). En la misma
linea, Green en el 2009, publicaba sobre el tema en el trabajo del Childhood
Cancer Survivor Study (CCSS) y de nuevo haber recibido procarbacina, ademas
independientemente de la edad, era predictivo de FOA (Green DM 2009). El uso
de este agente ‘el que més entre los agentes alquilantes estudiados), también se
ha relacionado con una deplecidon de la reserva ovarica (medida a través de
AMH) pudiendo ocasionar en un futuro una MP en pacientes pediatricos con
cancer (Charpentier AM 2014).

Por el contrario y de forma muy llamativa, un trabajo muy reciente
aleman longitudinal prospectivo, con 467 supervivientes mujeres diagnosticadas
de EH en edad pediatrica, ha puesto en entredicho todas estas afirmaciones
anteriores. Describen un grupo de mujeres diagnosticadas con menos de 18
afos de EH, con mas de 5 afios de seguimiento y comparan sus cifras de
maternidad con la poblacidn alemana, haciendo subgrupos de 5 en 5 afos,
desde los 16 hasta los 50 afos. Entre las supervivientes la incidencia acumulada
de maternidad a los 27,7 afios es de 67% (64-75) y de 69% a los 39,8 afios (61-
74), datos absolutamente equiparables a los de la poblacién alemana, salvo en la
franja de 40-44 afios !los autores refieren que habfan llevado algo més QT y RT
que sus predecesoras por protocolo diferente). Para los autores la Unica variable
explicativa de una menor tasa de maternidad es haber recibido RT en zona
pélvica. En estas pacientes la incidencia acumulada de maternidad es del 37%,
respecto a las que habian recibido RT por encima del diafragma o por debajo
pero sin estar en zona pélvica (65% y 58% respectivamente). Las grandes
novedades que este trabajo aporta son: ni el uso de procarbacina (con dosis de
hasta 11gr/m?), ni de CFM (dosis de hasta 6gr/m?), ni una puntacién alta en el
score de AA, ni el grupo de tratamiento ni protocolo recibido, ni la edad al
tratamiento, tienen un efecto significativo sobre la maternidad. Refuerzan
ademds los datos ya ampliamente publicados sobre la no diferencia en
incidencia de malformaciones entre los hijos de supervivientes respecto a la
poblacién general (Bramswig JH 2015).

A pesar del caracter esperanzador de trabajos como este, desde hace
unos afios de forma paralela se esta realizando un gran esfuerzo, en tratar de
optimizar los protocolos para estas pacientes. Se pretende que sin bajar en
ningln caso las probabilidades de curacién, que en el caso de EH en edad
pediatrica son por encima del 90-95% (Peris Bonet R 2015), se minimicen al
maximo los efectos secundarios a largo plazo. El estudio europeo EURONET para
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nifios y adolescentes con EH, ha conseguido en estos ultimos afios substituir en
el tratamiento de primera linea a la procarbacina por dacarbacina, con conocido
menor efecto esterilizador (Schmidt KT 2012) (Anderson RA 2015).

=  Lomustina

Derivado de la nitrosourea con accidén antineopldsica, que se utiliza
habitualmente en pediatria para tumores del SNC. Las dosis acumuladas
habituales segin protocolo son entre 300 y 600 mg/m?. Varios trabajos lo
incluyen en el grupo de agentes de mayor riesgo gonadotdxico (Rodriguez-
Wallberg KA 2014) o con probable afectacidén ovarica aunque no segura (Hyman
JH 2013). Los datos publicados en pediatria en referencia a este farmaco y sus
efectos secundarios son minimos. Balachandar, en el trabajo previamente
descrito sobre 31 pacientes afectas de meduloblastoma en la infanciay con
mediana de edad en el seguimiento de 16,6 afios (IQR 10,22-32,6)incluye a 14
pacientes que habian recibido lomustina como parte de su QT estandar.
Contrariamente a lo publicado e incluso a pesar de que su administracion se
asocid con ICE, tan sélo el 5,9% presentaban FOP (Balachandar S 2014).

=  Derivados del platino

Como ya hemos comentado, los derivados del platino, y especialmente
el cisplatino, se han relacionado con gonadotoxicidad. No existen apenas
estudios que cuantifiquen el riesgo especifico de su uso en poblacién pediatrica.

Wikstrom publicé en el 2003, el seguimiento de 10 pacientes que
habian sido diagnosticadas de osteosarcoma a una edad media de 12,9 afios
(IQR 6.4-15.2). Tras un seguimiento medio de 4,6 afios, tan solo una ellas
presentaba una situacién de hipergonadotropismo y requeria THS. Tres
pacientes mas presentaron alteraciones hormonales durante un tiempo aunque
progresivamente se normalizaron. En 3 de estos 4 casos las dosis de ifosfamida
fueron mas altas que en las demdas (54,63,60 gr/m?) y ademas asociaban
cisplatino a dosis elevadas (600, 710, 670 mg/m? respectivamente) (Wikstrém
AM 2003). A pesar de la pequefia muestra, este trabajo refuerza el caracter
transitorio de la toxicidad gonadal por cisplatino ya descrita por otros autores
(Wallace WH 1989), asi como la limitada toxicidad gonadal en este perfil de
pacientes que suman 2 agentes potencialmente gonadotdxicos en dosis medias-
altas (Longhi A 2000).

=  Otros citostaticos a comentar

Por su uso tan frecuente en OP, la citarabina (ARA-C) merece una
mencion especial. Se engloba en el grupo de citostaticos antimetabolitos, y
concretamente es un andlogo de la pirimidina. Las dosis pueden ser muy
oscilantes, entre 4000-15000 mg/m? son las que encontramos en los protocolos
nacionales para LLA y LMA (aqui dosis mas elevadas).
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No existe literatura especifica en relacién a este farmaco y su toxicidad
gonadal, pero si la hay respecto a la poblacidn pediatrica con Leucemia Mieloide
Aguda (LMA) que no han precisado TPH y cuyo pilar fundamental del
tratamiento era este farmaco. En esta linea, el trabajo de Molgaard-Hansen en
2013, analiza la funcion ovarica en mas de 100 supervivientes con LMA de los
paises nérdicos, utilizando como grupo control a los hermanos de las pacientes.
Las dosis de ARA-C administradas oscilaban entre 49600-61300 mg/m?2. Aunque
se trata de una poblaciéon joven, informan de 20 nacimientos en 10
supervivientes, resultando unas tasas de maternidad totalmente comparables a
las del grupo control. Tan solo encuentran en un 13% de las pacientes unos
valores bajos de AMH (con FSH normales), que podrian sugerir una baja reserva
ovdrica, aunque los autores cuestionan que por este dato pueda estar
comprometida la fertilidad de las pacientes (Molgaard-Hansen L 2013).

Estos hallazgos concuerdan con lo previamente publicado por otros
autores, que cuantifican entre un 13-25 % de efectos secundarios gonadales en
supervivientes de LMA manejados exclusivamente con QT (Leung W 2000)
(Leahey AM 1999).

Del mismo modo el trabajo reciente de Shapira y colaboradores en
2014, situa categdricamente el riesgo de gonadotoxicidad en pacientes con LLA 'y
LMA que no han sido sometidos a TPH en menor del 20% (Shapira M 2014).

Llamativamente, la publicacién de Wallace en el 2005 (y sus posteriores
actualizaciones) y que ha sido guia para muchos en el campo de la PF, situa a los
pacientes afectos de LMA en el grupo intermedio de gonadotoxicidad (riesgo
entre 20-80%), en lugar del bajo riesgo deducible por los datos previos. Las
razones podrian encontrarse en los diferentes protocolos utilizados por algunos
paises, o que en esta tabla no se hace distincién entre varones y mujeres y la
cifra en los primeros podria ser algo mayor.

4.2.3.1.5 Resumen iconografico de QT y gonadotoxicidad

A continuacién y por su potencial aplicacidon clinica se exponen las
principales figuras encontradas en la bibliografia reciente sobre los diferentes
agentes citostaticos y gonadotoxicidad, sin hacer referencia concretaa la edad
de las pacientes que las reciben (Figura 10) (Figura 11)(Figura 12):
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Figura 10 : Clasificacion agentes citostaticos y relacion con dafio ovarico
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Extraido de: Meirow D.Toxicity of chemotherapy and radiation on female
reproduction (2010).

Figura 11 : Agentes QTS con riesgo alto o intermedio gonadotdxico

Table 4 Chemotherapy agents with high or intermediate
gonadotoxic impact in females and males

Prolonged azoospermia in males or amenorrhea in females
High risk
Cyclophosphamide
Ifosphamide
Melphalan
Busulfan
Nitrogen mustard
Procarbazine
Chlorambucil
Intermediate risk
Cisplatin with low cumulative dose
Carboplatin with low cumulative dose
Adriamycin
Low risk
Treatment protocols for Hodgkin’s lymphoma without alkylating
agents
Bleomycin
Actinomycin D
Vincristine
Methotrexate
5-Fluorouracil

Extraido de: Rodriguez-Wallberg KA. Fertility preservation during cancer
treatment: clinical guidelines (2014)
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Figura 12 : QT y toxicidad ovarica

Table 1. Chemotherapy and ovarian toxicity.

Drug Class (action)
Definitely associated with ovarian damage
Nitrogen mustard Mechlorethamine
(alkylating agent)
L-phenylalanine mustard Mechlorethamine
(alkylating agent)
Chlorambucil Chloroethylamine
(alkylating agent)
Cydophoaphamide Chloroethylamine
(alkylating agent)
Melphalan Mechlorethamine
(alkylating agent)
Busulfan Alkylalkane sulfonate
(alkylating agent)
Procarbazine Substituted hydrazine
Dacarbazine Alkylating agent
Doxorubicin Anthracydine
Probably associated with ovarian damage
Vinblastine Vinca alkaloid
Cytosine arabinoside (Ara-C) Antimetabolite
Cis-platinum Heavy metal
Carmustine Nitrosourea
(alkylating agent)
Lomustine Nitrosourea
(alkylating agent)
VP-16 (etoposide) Podophyilotoxin
Imatinib Tyrosine kinase inhibitor
Low probability of ovarian damage
Methotrexate Antimetabolite
Fluorouracil (5-FU) Antimetabolite
6-mercaptopurine Antimetabolite
Vincristine Vinca alkaloid
Mitomycin Antibiotic
(alkylating agent)
Unknown
VM-26 Podophyllotoxin
Daunorubicin Anthracydine
Bleomycin Peptide
Melphalan Chloroethylamine
Decarbazine Substituted hydrazine
Vindesine Vinca alkaloid

Reproduced with permission from: Welt CK, Shapiro CL. Ovarian failure
due to anticancer drugs and radiation. In: UpToDate, Martin, KA (Ed),
UpToDate, Waltham, MA 2013. Copyright @2013 UpToDate, Inc. For
more information visit www.uptodate.com).

Extraido de: Hyman JH. Fertility preservation options after gonadotoxic
chemotherapy (2013).
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4.2.3.2 Radioterapia
4.2.3.2.1 Maecanismo de accion general de la RT

La RT es otro brazo fundamental en el tratamiento de los tumores
infantiles. Aunque sin duda su uso se restringe mas que en adultos debido a los
conocidos efectos a largo plazo, sigue teniendo especial relevancia en el manejo
de tumores sdlidos para mejorar el control local de la cirugia o conseguirlo
cuando ésta no es posible o no puede ser radical.

Su mecanismo de accidn se basa en la destruccidn selectiva del tejido
neoplasico mediante la administracion de radiaciones ionizantes. Estas
radiaciones interactian con el agua intracelular creando radicales libres
altamente reactivos. Se producen entonces rotura de enlaces quimicos,
alteracién en la sintesis de ADN y ARN y alteraciones cromosdmicas que
conducen a la inhibicion de la actividad mitdtica. La respuesta de los diferentes
tejidos a la RT depende de su radiosensibilidad y esta es directamente
proporcional al indice mitético de cada tipo celular e inversamente proporcional
al grado de diferenciacion morfoldgica y del tiempo requerido para proliferar
(Pizzo PA 2006).

Los efectos adversos de la RT sobre los tejidos en general depende
ademads de varios factores como son:la dosis absorbida, la edad del paciente, el
campo de irradiaciéon y el esquema de fraccionamiento de la dosis aplicada.

4.2.3.2.2 Mecanismo de lesion sobre el ovario

= Importancia de la dosis de RT y la edad a la que se recibe

El ovocito humano es muy radiosensible. Se estima que la dosis en la
que se pierden la mitad de los foliculos primordiales (LDso) es de <2 Gy (Wallace
WH 2003). La edad a la que se recibe RT sobre los ovarios también es importante
y a diferencia del utero, el dafio es mayor cuanta mayor es la paciente (Meirow
D 2010).

Ladosis esterilizante efectiva (ESD) se define como aquella que provoca
una fallo ovdrico permanente e inmediato después del tratamiento en el 97,5%
de los pacientes. La ESD disminuye al aumentar la edad a la que se recibe el
tratamiento. La ESD al nacimiento es de 20,3 Gy, a los 10 afios 18,4 Gy, a los 20
afos 16,5 Gy y a los 30 afios 14,3 Gy (Wallace WH 2005).

Este trabajo de Wallace del 2005 ha supuesto un punto de inflexion en
el conocimiento de la afectacién ovarica por RT. Se plantea un modelo
matematico por el cual dada la edad de una paciente {desde nacimiento hasta
los 50 afios) y la dosis de RT recibida (desde 1 Gy hasta la ESD) es posible calcular
con un IC del 95% la edad a la que producira el fallo ovarico en esa persona
(Wallace WH 2005) (Figura 13) (Figura 14) (Figura 15). El modelo tiene
importantes aplicaciones practicas en la clinica a la hora de orientar a las
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pacientes sobre el riesgo de FOP antes y después de haber recibido el
tratamiento. Por ejemplo si la dosis de RT recibida sobre zona ovdrica es de 3 Gy
(como la que puede recibir tras ICE), la informacidn sobre la “ventana futura de
fertilidad” puede ser optimista, ya que seguramente pasaran muchos afos antes
de que ocurra una MP. Por el contrario, en una paciente prepuberal, si la dosis a
recibir es alta {por ejemplo 12-14 Gy que es la utilizada habitualmente la ICT
previa al TPH) es muy probable que la paciente quede infértil al poco de recibir
el tratamiento o pocos afios después de alcanzar la pubertad, sin tener por tanto
opciones realistas reproductivas en el futuro. En estos casos la informacién a la
familia y el planteamiento de técnicas de PF antes del inicio del mismo, resulta
crucial (Andres M 2009).

Las alteraciones celulares ovdricas también se relacionan con la dosis
aplicada. Con dosis de 1-2 Gy se pueden observar alteraciones de las células de
la granulosa y clinicamente se ven alteraciones menstruales transitorias. Con
dosis de 3Gy se comprueba degeneracion de los ovocitos, atrofia folicular y
muerte celular. Con frecuencia la RT se administra concomitantemente con la
QT. Si la dosis de RT es elevada, el potencial toxico de la QT tiene un papel
mucho mas insignificante

=  Importancia del campo de irradiacion

La localizacion de un érgano, en este caso los ovarios, dentro del campo
de irradiacion, supone que estos reciben el 100% de la dosis, mientras que estos
pueden verse afectos en mucho menor porcentaje, en el caso por ejemplo de la
ICE. Diferentes trabajos han realizado los calculos para averiguar qué dosis estan
recibiendo ambos ovarios en estos casos y en general se considera que es un 5%
de la dosis total recibida. Por ejemplo en ICE con dosis <24 Gy esto equivale a
una dosis ovarica de 1 Gy y en el caso de dosis > 35 Gy, aproximadamente unos
2 Gy (Balachandar S 2014). Otros 2 autores realizan un calculo algo mas elevado,
considerando que la dosis que recibirian los ovarios tras ICE podria ser 3 Gy 05-6
Gy respectivamente (Wallace WH 2005) (DeWire M 2014).

Los trabajos que demuestran la relacidn clara entre RT en region pélvica
y FOP son numerosos y contundentes. Raciborska, analiza la funcidn ovarica en
27 supervivientes de sarcoma de Ewing tratados con: QT udnicamente
(incluyendo AA), QT mas RT pélvica, QT con auto-TPH y por ultimo QT, Auto-TPH
y RT pélvica. La cifra global de fallo ovarico permanente es de 67% y atendiendo
al tratamiento recibido de: 25 %, 100%, 87.5% y 100% respectivamente. En esta
publicacidn el RR de presentar FOP en el caso de las pacientes que han recibido
RT respecto a las que no es de 3.9 (IC 95 % 1,1-13,6) (Raciborska A 2014).
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En la misma linea, la RT pélvica se describe como principal factor de
riesgo en el desarrollo de FOP en pacientes pediatricas, adolescentes y adultas
(Bramswig JH 2015) (Reulen RC 2009) (Chiarelli AM 1999) (Green DM 2009)
(Figura 15).

Figura 13 : Prediccion de edad de FOP en menores de 30 aiios segun si la radiacion
recibida es 3,6,9,12 Gy
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Extraido de: Wallace WHB. Predicting age of ovarian failure after radiation to a
field that includes the ovaries (2005)
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Figura 14 : Prediccion de edad de FOP tras recibir radiacion ovarica en dosis de 3,6,9,12
Gy desde el nacimiento hasta los 30 aiios

Table 1. Predicted age at ovarian failure with 95% confidence limits for ages at treatment from 0 to 30 years and for doses 3, 6, 9,

and 12 Gy
3 Gy 6 Gy 9 Gy 12 Gy

Age Low Mean High Low Mean High Low Mean High Low Mean High
0 31.2 35.1 39.0 18.7 226 26.5 9.8 13.7 17.6 4.0 7.9 11.8
1 313 35.2 39.1 19.0 229 26.8 10.4 143 18.2 48 8.7 12.6
2 315 354 39.3 19.3 232 271 10.9 14.8 18.7 5.5 9.4 13.3
3 31.6 355 394 19.7 236 275 115 154 19.3 6.2 10.1 14.0
4 31.7 35.6 39.5 20.1 24.0 279 12.1 16.0 199 6.9 10.8 14.7
5 319 35.8 39.7 20.5 244 283 127 16.6 20.5 17 11.6 15.5
6 32.1 36.0 399 209 248 28.7 13.3 172 21.1 8.4 123 16.2
7 322 36.1 40.0 21.3 252 29.1 13.9 17.8 21.7 9.1 13.0 16.9
8 324 36.3 40.2 21.7 25.6 29.5 14.6 185 224 9.9 13.8 17.7
9 32,6 36.5 40.4 22.1 26.0 299 15.2 19.1 23.0 10.6 145 18.4
10 32.8 36.7 40.6 22.6 26.5 30.4 15.8 19.7 236 11.4 153 19.2
11 33.0 36.9 40.8 23.0 269 30.8 16.5 204 243 12.1 16.0 199
12 332 37.1 41.0 235 274 313 17.1 21.0 249 12.9 16.8 20.7
13 334 373 412 239 278 31.7 17.8 21.7 256 13.6 17.5 214
14 33.6 375 414 24.4 283 322 18.5 224 26.3 144 183 22
15 339 37.8 41.7 249 28.8 327 19.1 23.0 269 15.1 19.0 229
16 34.1 38.0 419 254 293 332 19.8 23.7 276 159 19.8 23.7
17 343 382 42.1 259 29.8 337 20.5 244 283 17.0 20.5 244
18 34.6 385 424 26.4 30.3 342 21.2 25.1 29.0 18.0 213 252
19 349 388 427 27.0 30.9 34.8 21.8 25.7 29.6 19.0 220 259
20 35.1 39.0 429 27.5 314 353 225 264 303 20.0 228 26.7
21 354 393 432 28.0 319 358 23.2 27.1 31.0 21.0 235 274
22 35.7 39.6 435 28.6 325 36.4 239 27.8 317 220 243 282
23 36.0 39.9 438 29.1 33.0 36.9 24.6 28.5 324 23.0 25.0 289
24 36.3 40.2 44.1 29.7 336 375 253 29.2 33.1 24.0 25.7 29.6
25 36.7 40.6 445 30.3 342 38.1 259 298 337 25.0 26.5 304
26 37.0 409 44.8 30.8 34.7 386 26.6 30.5 344 26.0 272 31.1
27 37.3 41.2 45.1 314 353 39.2 273 312 35.1 27.0 279 31.8
28 377 41.6 45.5 320 359 39.8 28.0 319 358 28.0 28.7 326
29 38.0 419 45.8 325 36.4 403 29.0 326 36.5 29.0 294 333
30 383 422 46.1 33.1 37.0 409 30.0 332 371 30.0 30.1 34.0

Extraido de: Wallace WHB. Predicting age of ovarian failure after radiation to a
field that includes the ovaries (2005)
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Figura 15 : Estimacion del pool de PF desde nacimiento hasta menopausia. Ejemplo de
porcentaje del pool de FP disponible tras administracion de un tratamiento
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Figura 15: Protocolos de RT utilizados con riesgo gonadotéxico alto o intermedio sobre
testiculos y ovario atendiendo al desarrollo puberal.

Table 3 Radiation therapy protocols with high or intermediate
impact on ovarian and testicular function

Prolonged azoospermia in males or amenorrhea in females
High risk

Total body irradiation for bone marrow transplant/stem cell

transplant

Testicular radiation dose >2.5 Gy in adult men

Testicular radiation dose =6 Gy in prepubertal boys

Pelvic or whole abdominal radiation dose =6 Gy in adult women

Pelvic or whole abdominal radiation dose =10 Gy in postpubertal

girls

Pelvic or whole abdominal radiation dose =15 Gy in prepubertal girls
Intermediate risk

Testicular radiation dose |1-6 Gy from scattered pelvic or abdominal

radiation

Pelvic or whole abdominal radiation dose 5-10 Gy in postpubertal
girls

Pelvic or whole abdominal radiation dose 10—-15 Gy in prepubertal
girls

Craniospinal radiotherapy dose = 25 Gy

Note: Reprinted with permission from Rodriguez-Wallberg KA, Oktay K. Fertility
preservation medicine: options for young adults and children with cancer. | Pediatr
Hematol Oncol. 32(5):390-396.%

Extraido de: Rodriguez-Wallberg KA. Fertility preservation during cancer
treatment: clinical guidelines (2014).

4.2.3.2.3 Mecanismo de lesion sobre region Hipotalamo Hipofisaria

Los efectos adversos relacionados con la region HH que actia como
centro regulador de todo el sistema endocrino, son consecuencia por un lado de
la presencia de tumores cerebrales en dicha zona, pero mas frecuentemente
aparecen derivadas de la RT utilizada en su manejo. Aqui las acciones de las
radiaciones tienen numerosas secuelas a medio y largo plazo, sobre todo en los
pacientes mas jovenes. Al no aparecer de inmediato y no ser siempre definitivas,
es obligado un seguimiento cuidadoso a largo plazo, mas alla de la adolescencia
y a lo largo de toda la vida.

=  Afectacidn general sobre la produccién hormonal

Tras la RT craneal se ha propuesto la siguiente secuencia en la aparicién
de endocrinopatia por déficit hormonal: hormona de crecimiento (GH) 4,5 afos,
LH/FSH 8 afios, hormona adenocorticotropa (ACTH) 9-10 afios, hormona
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estimulante del tiroides (TSH) mdas de 10 afios. La hiperprolactinemia y la
diabetes insipida suelen acontecer después (Gliemes M 2014).

La fisiopatologia no se conoce con exactitud. Dosis altas de radiacion
lesionan tanto el hipotdlamo como la hipdfisis, pero con dosis menores no esta
claro cual es el origen del dafio. El trabajo publicado por Chieng analiza el temay
concluye que la causa es el lesion directa a las células HH mds que la alteracion
del flujo sanguineo al hipotadlamo. (Chieng PU 1991).

e Importancia de la dosis de RT sobre esa region

Las secuelas suelen ser dosis dependientes, por lo que en la actualidad
estos nifios se tratan con la minima dosis efectiva de radiacion, intentando
irradiar el menor campo posible y fraccionando la dosis total en varias etapas. A
lo largo de las ultimas décadas, se han adecuado los protocolos para evitar al
maximo posible esta exposicidn eliminando por ejemplo la RT profilactica que
anteriormente se administraba a los nifios diagnosticados de LLA si no hay
afectacidon del SNC y restringiéndola al maximo en el caso de que la haya
(Ferragut J 2004). A pesar de ello en los tumores del SNC (segunda neoplasia
mas frecuente en la infancia) la mediana de dosis que recibe la regidon HH es de
53,6 Gy IQR 40-70 Gy) (Gliemes M 2014).

El hipotdlamo es mas radio sensible que la hipofisis. Con dosis bajas de
radiacion (<30Gy) se produce déficit de GH aislado en el 30% de pacientes y PP
en algunas nifias; dosis entre 30-50 Gy aumentan la proporcion del déficit de GH
hasta un 50-100%, pudiendo producirse también alteraciones en las
gonadotropinas, TSH y ACTH (20-30%, 3-9 %, 3-6 % respectivamente) y PP en
ambos sexos; dosis mayores de 60Gy producen deficiencia multiple hormonal
entre 30-60% de los pacientes seguidos a 10 afios e hiperprolactinemia (Darzy
KH 2009).

e Importancia de la edad a la que se recibe RT en esa regién

Sobre como la edad influye en el impacto de la radiacién sobre el eje,
existen datos controvertidos en la literatura, demostrando unos estudios mayor
riesgo a menor edad. La disfuncion HH es tiempo dependiente,
incrementandose tanto la incidencia como la severidad del déficit hormonal
conforme aumenta el tiempo de seguimiento debido a la atrofia secundaria de la
hipdfisis (Chueca M 2014).

=  Afectacidn especifica de la RT sobre eje gonadotrofico

Después de la afectacion del eje de la GH, la afectacién gonadotrofica
es la segunda en frecuencia tras la irradiacidon craneal. La prevalencia en el
déficit de gonadotropinas se ha descrito entre 20-50% de los pacientes
sometidos a RT (Gleeson HK 2004).
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Cuando se utiliza RT craneal pueden observarse amenorrea secundaria
0 progresion puberal escasa o retardada, debida a la afectacién hipotaldmica
(LHRH) 'y consiguiente déficit de gonadotropinas (hipogonadismo
hipogonadotropo). A veces la ausencia de signos puberales se debe a fallo mixto,
central o periférico.

A nivel clinico y de forma caracteristica la irradiacidn sobre regién HH
puede ocasionar tanto PP como PR. La aparicion de PP o acelerada se produceal
interrumpir las influencias inhibitorias corticales sobre las neuronas GnRH
hipotalamicas' A dosis mas bajas suele ocurrir con mayor frecuencia en chicas,
mientras que entre 25-50 Gy puede aparecer en ambos sexos. La edad a la que
se recibe la RT también importa, cuanto menor es el paciente, antes ocurre la PP
(Gleeson HK 2004).

e Datos prevalencia pubertad retrasada y pubertad precoz

Los datos sobre la prevalencia de PR y PP son bastante variables. La PP
es mas habitual en hamartomas, gliomas via Odptica, ependimomas vy
astrocitomas. La PR suele asociarse con craneofaringiomas, histiocitosis de
Langerhans y germinomas. Las incidencias publicadas oscilan entre 16-40%.
Dewire sobre una poblacion de 30 supervivientes diagnosticados de
meduloblastoma describe una PP del 11,1% y PR del 11,8% (DeWire M 2014). Un
estudio muy reciente espafiol, analiza la situacion endocrinoldgica de 38
supervivientes a un tumor de SNC con edades medias al diagndstico de 5,34 +
3,07 afos, siendo los tumores mas frecuente el meduloblastoma (26%) y el
craneofaringioma (21%). Encuentran que en el 76% de los casos existe al menos
1 déficit hormonal, en el 21,1 % un déficit de LH/FSH y en el 21,1 % una PP. Las
alteraciones en el eje de gonadotrofinas se producen tras un tiempo medio de
8,7 + 3,6 afios tras el tratamiento con RT, poniendo de manifiesto la importancia
del seguimiento a largo plazo (Gliemes M 2014).

4.2.3.2.4 Dano sobre Utero

Existen otra serie de alteraciones secundarias a la RT administrada que
pueden tener impacto en la fertilidad. La RT abddmino-pélvica administrada en
la infancia produce una reduccion del volumen, elasticidad y vascularizacion
uterina que puede dar lugar en la edad adulta a alteraciones de la implantacién
fetal, abortos de repeticion, prematuridad, recién nacidos de bajo peso y retraso
de crecimiento intrauterino. Dosis entre 14 y 30 Gy probablemente provocaran
esta disfuncion uterina con los riesgos clinicos comentados (Wallace WH 2005)
(Green DM 2009): Este efecto de la RT se observa tanto mas, cuanto menor es la
edad de la paciente, si el tratamiento se produce a una edad mas avanzada la
afectacion uterina sera menor (Larsen EC 2004).
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4.2.3.2.5 Irradiacion Corporal Total

La ICT por su potencial gonadotdxico se merece una mencién aparte. El
procedimiento consiste en irradiar con campos de fotones de alta energia la
totalidad del cuerpo y se asocia a una QT intensiva cuyo objetivo es preparar al
organismo para recibir un TPH. La técnica se ha demostrado util en una serie de
enfermedades neopldsicas (leucemias, agudas y crénicas, sindromes
mielodisplasicos y linfomas entre otros) y no neoplasicas (aplasias medulares,
inmunodeficiencias severas 'y desdrdenes genéticos del sistema
hematopoyético). La dosis mas habitual en pediatria es 12-14 Gy repartida en 6
fracciones durante 3 dias.

Desde hace ya varias décadas la ICT se ha convertido en una técnica
habitual en los servicios de Radioterapia Oncoldgica. Los avances terapéuticos y
el desarrollo de las técnicas de irradiacion y de dosimetria han contribuido a
disminuir el riesgo de toxicidad aguda y tardia, aumentando la eficacia en
términos se supervivencia a largo plazo. A pesar de ello, la disfuncién
endocrinoldgica y el dafo sobre la placa de crecimiento epifisario, son los
principales efectos directos de la ICT.

Son muy numerosos los trabajos que relacionan FOP con el uso de ICT y
no parece que haya dudas en catalogarla como de alto riesgo gonadotoxico,
entendiendo por ello que mas del 80% de las pacientes que la reciban lo
presentaran (Wallace WH 2005).

Larsen, divide a mas de 100 supervivientes de cancer pediatrico en 3
grupos de tratamiento y describe un 70% de FOP con necesidad de THS para las
35 pacientes que se encuentran en el tercero donde casi mas de la mitad habian
recibido ICT como acondicionamiento de su TPH (Larsen EC 2003).En la misma
linea y sobre una poblacién de 144 supervivientes de leucemia en edad
pediatrica que precisaron un TPH y se acondicionaron con CFM + ICT, reportan
que la probabilidad de recuperar la funcién ovarica es de 24% y que ademas este
dato se relaciona de forma clara con la edad, siendo menor la probabilidad de
recuperacidon cuanto mayor es la paciente (Sanders JE 1988).

En un trabajo mas reciente sobre 92 pacientes que recibieron TPH a una
mediana de edad de 9 afios (1-19), tan sélo recuperaron la funcién ovarica el
29% y también con menor probabilidad al incrementar la edad (Vatanen A
2013). Paralelamente otro equipo describe la situacion de 138 supervivientes
mujeres trasplantadas entre los 4 y 28 afios de edad, donde el 83% de las
pacientes tomaba THS, destacando que el RR de FOP entre las que se
acondicionaron con ICT frente a los que no lo hicieron lexcluyendo Busulfan) es
de 4,9 (IC95 % 1,2-19,9) (Borgmann-Staudt A 2012).
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4.2.3.3 Cirugia

La cirugia sobre las génadas puede tener repercusion a largo plazo
sobre la funcién gonadal y reproductora dependiendo del tipo de intervencion
que se realice. La ausencia de ambos ovarios como consecuencia de una cirugia,
conlleva a falta de desarrollo puberal y amenorrea primaria si la intervencion se
produjo antes de la pubertad, ocasionando ademas infertilidad y MP en todas
las mujeres.

La posibilidad sin embargo de que en edad pediatrica y adolescente se
diagnostique un cancer con afectacién de ambos ovarios es muy pequefia. La
mayoria de lesiones ovdricas malignas en estas franjas de edades se
corresponden a tumores de células germinales con excelente prondstico a largo
plazo. Suelen ser manejadas con cirugia sobre el ovario afecto, mas menos QT
dependiendo de la histologia y estudio de extensidn. La necesidad de doble
anexiotomia en patologias oncoldgicas es mas prevalente en mujeres adultas,
aunque en los ultimos afos las indicaciones también son cada vez mas
restringidas.

Poco esta descrito sobre la fertilidad de mujeres con un solo ovario. La
mayoria de trabajos publicados en relacion a cirugias conservadoras de tumores
ovdricos con extirpacion completa de una anexo, informan de normalidad en las
menstruaciones y tasas de embarazos comparables a las de la poblacion general
(Yoo SC 2010) (Low JJ 2000). Ahora bien, segun otros autores, ya que no existe
mecanismo compensador de hipertrofia colateraly el nimero de FP es finito,
estas mujeres podrian tener en cierta medida acortada su vida reproductiva
(Lass 1999).

4.2.4 Incidencia e impacto de la gonadotoxicidad en las
pacientes supervivientes a un cancer en edad
pediatrica o adolescente.

Aunque ya hemos dado datos concretos sobre los agentes
gonadotdxicos mas conocidos, conocer la magnitud del problema sobre todos
los supervivientes de un cancer en edad pediatrica o adolescente no es facil. Los
trabajos que dan cifras al respecto son escasos y ausentes en referente a la
poblacidon espafiola femenina (Andres MM 2009).

Varios autores defienden que en lineas generales la funcién gonadal
femenina tras someterse a un tratamiento oncoldgico en la infancia es normal.
Sin embargo si que parece claro que existe un subgrupo de alto riesgo y su
deteccidén y ofrecimiento de alternativas para intentar paliar dichos efectos
secundarios resulta crucial (Wallace WH 2005) (Wallace WHB 2014).

.74 .
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= Dificultades para encontrar datos concretos

Entre las principales dificultades para obtener respuesta, es que se
necesitan muchos afos (incluso décadas) para determinar la aparicidon de estos
problemas cuando hablamos de pacientes diagnosticadas en edades muy
tempranas: No existe ademas uniformidad en las definiciones de FOP en
pediatriay ademads hay que incluir en este grupo de pacientes las alteraciones
del desarrollo puberal.

Por otra parte, con frecuencia se ha asumido que la reaparicién de las
menstruaciones tras un tratamiento frente al cancer, implicaba normalidad en la
funcién ovarica y por tanto muchas de esta pacientes no han recibido un
seguimiento especifico al respecto. En algunos casos podria subestimarse la cifra
de pacientes que van a contar con una reserva ovarica disminuida, no ausente y
por tanto en riesgo de presentar una MP y/o problemas de fertilidad en el
futuro.

Otras limitaciones para obtener estos datos son: series pequefias, falta
de informacion del tratamiento recibido, dificultad para discernir entre causa
central y gonadal en el cese de las menstruaciones (por ejemplo por déficit de
gonadotrofinas) y también para separar las causas quirdrgicas de las no
quirdrgicas de MP (Green DM 2009).

= Resumen de estudios que aportan datos generales de FOP

En la literatura encontramos varios estudios con suficiente seguimiento
a largo plazo, que pueden dar una vision global del tema (Tabla 5):

e  Chiarelli (1999)

Chiarelli y colaboradores estudiaron este tema en 830 supervivientes de
un cancer pedidtricoen Ontario a través de encuesta telefdnica. El seguimiento
de los pacientes fue entre 5 y 30 afos tras el diagndstico. Establecian diferentes
grupos de tratamiento: QT con AA (siguiendo un score para cuantificar la dosis
recibida), RT abdémino-pélvica (también diferenciando segun dosis recibida) y
sélo cirugia (no esterilizante) como grupo control. Globalmente encontraron en
esta poblacién una prevalencia de 8,8 % de MP, a una mediana de edad de 24
afos. Atendiendo a los grupos de tratamiento, el riesgo era significativamente
mayor en aquellas pacientes que habian recibido combinacién de AA con RT
abddémino-pélvica (RR 2,58, IC 95% 1,14-5,80). El riesgo también era mayor,
conforme aumentaba la dosis de RT siendo el RR de 3,27 (IC 95% 1,57- 6,80)
cuando la dosis era 23500 cGyy en el subgrupo que habia recibido mayor score
en la dosis de alquilantes con un RR de 3,08 (IC 95% 1,15- 8,21). La infertilidad
globalmente fue del 15,5%, aumentando también el riesgo de forma significativa
en las pacientes que habian recibido RT y siendo mayor todavia cuanta mayor
era la dosis recibida (infertilidad del 32 % sila RT recibida era 23500 cGy).
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El estudio da una idea global de la magnitud del problema, pero cuenta
con una serie de limitaciones importantes entre las que destacan las diferencias
entre los grupos de tratamiento: edad en el momento de recibir el tratamiento,
edad al realizar la encuesta y también en los afios de seguimiento. Las pacientes
que habian recibido RT eran mayores, pudiendo subestimarse las cifras de FOP
en los otros grupos ya que algunos de estos problemas podrian detectarse en los
siguientes afios (Chiarelli AM 1999).

e  Estudio CCSS

Los datos aportados porel CCSS a través de sus diversas publicaciones
son otra fuente importante de informacion, especialmente por el gran nimero
de poblacion que analizan, con mas de 14.000 supervivientes a un cancer
pediatrico durante los afios 1970-1986 en EEUU y Canada. Comparan los datos
obtenidos con un grupo control de 4000 hermanos y entre los cuestionarios que
rellenan (24 hojas) hay apartado amplio para intentar detectar déficits en la
funcién ovarica. Globalmente es destacable en este estudio que entre las
participantes tan solo un 1.7 % habian sido sometidas a TPH.

Los datos sobre fallo ovérico agudo (FOA) tras el tratamiento ascienden
globalmente a un 6.3% de las pacientes, aunque casi el 75% de ellas habian
recibido RT abddmino-pélvica. El riesgo de FOA tras haber recibido > 20 Gy sobre
los ovarios era superior al 70%, cifra también muy alta si la dosis era> 10 Gy
(60%), especialmente si las pacientes tenian > 13 afios durante el tratamiento. La
procarbacina a cualquier dosis y la exposicion a CFM entre los 13-20 afios de
edad también resultaron factores de riesgo independientes para FOA en el
analisis multivariante (Green DM 2009) (Chemaitilly W 2006).

Los datos de MP del CCSS, tienen mas limitaciones ya que una parte
importante de la poblacidon encuestada estaba tomando anticonceptivos orales
(ACO) en el momento de completar el cuestionario, lo que podria infraestimar
las cifras. Segln los autores el 8% de las supervivientes a un cancer pediatrico
experimentaron una MP (definida como ausencia de menstruaciones durante 6
meses antes de los 40 afios, quedando descartadas otras causas) respecto al 0.8
% del grupo control (RR 13,21 1C 95% 3,26-53,51). Esta cifra se eleva hasta los 30-
40% en el caso de pacientes que recibieron combinacidon de RT pélvica y AA.En
el modelo de regresién multiple los factores de riesgo fueron: mayor edad,
mayor dosis de RT, Score calculado de AA elevado vy el diagndstico de EH (Sklar
CA 2006) (Nielsen SN 2013).

Respecto a lo datos de embarazos de este estudio, en todos los grupos
de tratamiento y entre los 15 y los 30 afios de edad, las probabilidades de tener
un hijo son menores respecto al grupo control. Ademas los hijos de pacientes
que han recibido RT pélvica comparado con los de aquellas que no la recibieron,
tienen mas riesgo de prematuridad (21% vs 12,6%) y de ser pequefios para la
edad gestacional (18 % vs 7,8%). Segun este trabajo ademas el tratamiento
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previo con doxorrubicina o daunorrubicina incrementa el riesgo de bajo peso al
nacimiento independientemente de la historia de irradiacion. El riesgo de aborto
solo se ve incrementado en aquellas pacientes con historia de RT craneal a altas
dosis o ICE. Destacan por otra parte que los hijos de estas supervivientes no
presentan mayor riesgo de malformaciones, sindromes genéticos o defectos
genéticos aislados.

e  Stillmann (1981)

Stillmann, en un trabajo mucho mds antiguo estudia una cohorte de
182 supervivientes de un cancer pediatricoy cifra la tasa globalde FOA en 12%,
siendo de 68% en aquellas pacientes cuyos 2 ovarios quedaban incluidos en el
campo de irradiacién. La distribucion de tumores en este estudio difiere en gran
medida de la actual ya que incluye un gran nimero de pacientes supervivientes
a un tumor de Wilms (29 %) que recibieron RT en zona ovarica y sélo un 5% de
pacientes con LA, pudiéndose justificar asi esa mayor incidencia global que la
descrita por otras series (Stillman RJ 1981).

e Larsen (2003)

El grupo de Larsen publicé informacidn sobre la funcion ovarica de 100
supervivientes de un cdncer (edad media al diagndstico de 25,7 afos)
comparandola con un grupo control de 21. Sus cifras globales de FOP son del 17
%, es decir 1 de cada 6 pacientes, teniendo en cuenta que otro 13 % de la
poblacién estudiada estaba tomando ACO en el momento del estudio. Dividen a
las pacientes en 3 grupos de tratamiento de acuerdo a la gonadotoxicidad
esperada, ampliando el espectro de los agentes QTS potencialmente
gonadotoxicos y no soélo teniendo en cuenta a los clasicos AA. El grupo 3 de
tratamiento incluia a aquellas pacientes sometidas a TPH que recibieron
acondicionamiento con ICT mas CFM. De las 10 pacientes de ese grupo, el 70%
tomaban THS por FOP. En el grupo 2, que incluia 55 pacientes con diferentes
tratamientos alquilantes (ampliado) mas menos RT por encima o debajo del
diafragma encontraban: ningun caso de FOP en aquellas que sdélo habian
recibido AA, tres casos de 18 (16%) en aquellas que habian recibido AA y RT por
encima del diafragmay 7 casos de 25 (28%) en aquellas que habian recibido RT
por debajo del diafragma *AA. Finalmente en el grupo 1 donde se incluian
pacientes que no habian llevado AA *RT por encima del diafragma (en este caso
siempre craneal 24 Gy) no se observd ningln caso de FOP, aunque 7 pacientes
estaban tomando ACO.

El trabajo ademas hace referencia a que el 70% de los casos de
pacientes con menstruaciones espontaneas y normales tras finalizar el
tratamiento antineopldsico, presentaban de forma significativa ovarios de
menor tamafio y menor RFA que el grupo control, pudiendo indicar una menor
reserva ovarica con potenciales consecuencias en el futuro (Larsen EC 2003).
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e Nielsen (2013)

De nuevo el equipo de Larsen, esta vez en 2013, publica un trabajo
pionero donde por primera vez se revallian a las mismas supervivientes 10 afios
mas tarde para estudiar cudl ha sido la evolucion de su funcién ovarica.
Consiguen esa revaluacion en 71 pacientes y sus principales conclusiones son:

¢ La gran mayoria de pacientes con menstruaciones normales en el estudio
anterior contindan en la misma situacién. Tan solo distinguiendo un menor
ndmero en el RFA con una media de 15 vs 18 del grupo control.

¢ Existen diferencias estadisticamente significativas respecto a la
cuantificacién de hormona AMH y RFA, siendo ambas mayores en el grupo 1
de tratamiento vs grupo 2 y 3 antes descritos.

¢ La tasa de recién nacidos vivos es de 69% y destacan las principales
limitaciones en comparar esta tasa respecto a la poblaciéon normal debido a
la maternidad retrasada por motivos psicosociales. En el afio del estudio el
46% de las pacientes tenia una edad media de 34,9 afios y en Dinamarca
segun registros tan solo el 19,4 % de mujeres a los 36 aios tiene hijos.

En general confirma el efecto téxico de los tratamientos considerados de
alto riesgo y de forma optimista muestra que si cuando las supervivientes tenian
entre 20-30 conservaban su funcidn ovdrica es probable que cuando se
encuentren entre los 30 y los 40, también lo hagan. Monitorizando ademas AMH
y el RFA se les puede dar alguna orientacidon sobre como programar su futura
maternidad (Nielsen SN 2013)

e  Reulen (2009)

En el 2009 el equipo de Reulen, publicé los datos sobre embarazo y
problemas asociados al mismo en una larga cohorte de supervivientes
pediatricos britdnicos (10483 pacientes) entre los afios 1940-1991 (suponiendo
menos del 7% los anteriores al afio 1962). Entre los principales hallazgos
describen: una probabilidad de tener hijo vivo del 0,64 respecto a la poblacion
general, siendo de 0,5 en aquellos pacientes que habian recibido RT abdominal o
craneal. Ademas corroboran que el riesgo de bajo peso al nacimiento se
multiplicaba por 2 en el caso de haber recibido RT abdominal y por 3 la
probabilidad de que fuera prematuro. Hacen hincapié en la dificultad para
discernir si la disminucién de probabilidad en tener hijos biolégicos puede
deberse a motivos de FOP, a una mayor dificultad para encontrar pareja o la
preocupacion por la salud de la descendencia (Reulen RC 2009).

e Madanat (2008)

Madanat en el 2008, describe la situacién de descendencia de mas de
25.000 supervivientes finlandeses que fueron diagnosticados de un cancer antes
de los 35 afios. Los datos que aportan se obtuvieron a través del registro
nacional de tumores y de los datos informaticos administrativos de
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identificacion relativos a sus hermanos. En relacién a las mujeres supervivientes
refieren una probabilidad reducida del 0,46 de tener un primer hijo (IC 95% 0,44-
0,48) al compararlas con el grupo de hermanos (Madanat LM 2008).

Tabla 5 : Resumen de los diferentes estudios en supervivientes pediatricas de cancery

FOP
Datos FOP | Datos FOA Datos. . Comentarios
Infertilidad
Global: 15 %
Stillman Grupo AR:68% Distribucion dg
(1981) (si ambos poco real (muchos
n=182 ovarios en T. Wilms, muy
campo de pocas LA)
irradiacion)
Global: 8,8
% MP Las caracteristicas
Chiarelli Grupo AR Global: 15 % de los grupos de
(1999) (RT pélvica + Grupo AR:32% tratamiento no
n=830 AA):RR 2,5 (RT pélvica)
(IC 95% son comparables
1.14- 5.80)
I(':gig; Global: 17 % Incluye como AA
n= 100 Grupo otros QT: Ara-C,
AR:70% Dauno, Vinblastina
Chemaitilly ;Iobal. 63
(2006) Grupo CCSS
n=3390 AR:70%
Green
(2009) Global: 8 % CCss
Sklar Grupo Muy pocas
(2006) AR:30-40% pacientes TPH
n= 2819
RR 0,46 (IC 95% .Tofdo p?tr. registros
informaticos y
Madanat 0,44-0,48) de RNTI
fertilidad .
(2008) respecto a Incluye pacientes
n= 25784 poblacion de 1953-2004
general Pacientes de <35
afios al dg
Globalmente
entre los
Reulen supervivientes
(2009) ;’5/500622'8 cc | British CCsS
n=10483 de fertilidad
respecto a PG
0O/E0,55 IC 95%
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0,50-0,61) si RT
pélvica o
O/E0,55 IC 95%
0,50-0,61) si RT
cerebral

4.3 Preservacion de fertilidad en los pacientes
oncoldgicos

En la poblacién pediatrica y adolescente, el impacto del diagnéstico de
cancer y la preocupacién por el inicio del tratamiento lo mds precozmente
posible, han contribuido a que pacientes, padres y facultativos, no hayan
considerado rutinariamente el uso de técnicas de PF Aun asi el escollo mas
importante en este terreno para los pediatras oncélogos es que hasta hace poco
no existian técnicas disponibles plenamente desarrolladas con este objetivo en
el caso de pacientes prepuberales y éstos suponen la mayor poblacién diana en
el cancer infantil (Andres MM 2009).

4.3.1 Opciones de Preservacion de Fertilidad

Existen diferentes opciones de PF en pacientes oncoldgicos, tanto de
caracter experimental como establecidas a nivel de uso clinico (Figura 16). Se
desarrollan a continuacion los detalles de cada una de ellas. A pesar de que los
pacientes varones no son la poblacion de estudio de este proyecto se describen
igualmente debido a la puesta en marcha recientemente de un programa de PF
en nifos oncoldgicos por nuestro equipo, lo que nos sitia como centro de
referencia en estas técnicas a nivel internacional junto con Bélgica.
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Figura 16 : Resumen de las opciones de PF actuales
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Extraido y adaptado de: Anderson RA. Cancer treatment and gonadal function:
experimental and established strategies for fertility preservation in children and
young adults (2015)

4.3.1.1 Varones

=  Adultos y adolescentes

La técnica mas habitual en varones adolescentes maduros es la
criopreservacion de espermatozoides obtenidos por masturbacion. Se han
descrito otros métodos de aislamiento de semen que podrian tener una
particular utilidad en aquellos casos de adolescentes que por motivos
psicolégicos no pudieran emitir dicha muestra y entre ellos destacan: la
electroestimulacién vibratoria del pene, la electroestimulacién rectal bajo
anestesia, asi como realizacién de biopsia testicular o el aspirado del epididimo
(Brougham MF 2003) (Postovsky S 2003). Todas ellas suponen alternativas
viables pero la realidad es que son ofrecidas por muy pocos centros hospitalarios
y se dispone de escasa informacidn en cuanto a sus resultados en este subgrupo
de poblacion. Por otra parte, es destacable el desarrollo de nuevas técnicas de
reproduccién asistida, como la microinyeccién de espermatozoides (ICSI), que ha
permitido en los ultimos afos la realizacién de tratamientos eficaces con un
nimero muy bajo de espermatozoides, resultando especialmente util en
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aquellos pacientes que por su enfermedad basal o edad cuenten con un
recuento anormalmente bajo (Postovsky S 2003).

La criopreservacion de semen es una técnica hoy por hoy bien
establecida, y a priori menos compleja que las ofertadas para la poblacidon
femenina, pero cuando hablamos de poblacién adolescente se han de tener en
cuenta algunas consideraciones. Segun estudios recientes es ofrecida solamente
aun 50% de los nuevos pacientes en el momento del diagndstico (Schover LR
2002) y estos numeros podrian ser menores si consideramos a la poblacién mas
joven. La dificultad para definir con certeza a qué edad una persona es capaz de
emitir una muestra de semen, asi como la tendencia a no considerar esta opcién
en aquellos pacientes con diagndsticos de mal prondstico inicial, se han
apuntado como las principales causas de estas cifras (Lee SJ 2006) (Edge B 2006).
No hay indicaciones claramente establecidas, todo paciente masculino
sexualmente maduro (con un volumen testicular superior a 10 ml) vy
psicolégicamente preparado, que vaya a ser sometido a un tratamiento
potencialmente gonadotdxico, deberia ser un candidato a su ofrecimiento, dadas
sus potenciales ventajas y los minimos efectos secundarios (Egdar A 2008).

La integridad del ADN de los espermatozoides puede dafiarse con una
simple sesién de QT, por lo que es imprescindible referir a estos pacientes antes
del inicio de cualquier tratamiento gonadotdxico (Lee SJ 2006). No hay
publicaciones que demuestren mayor numero de malformaciones en los hijos
espontaneos de pacientes que han recibido un tratamiento oncolégico en el
pasado (Green DM 2009) pero los pacientes deberian conocer que no hay datos
suficientes de seguridad al respecto del uso de técnicas de reproduccion asistida
(ICSI) con semen recogido tras la administracién reciente de QT (Tournaye H
2004).

El término “facilidades para los adolescentes” en este contexto ha sido
utilizado en varias publicaciones (Brougham MF 2003) (Egdar A 2008) (Wallace
WH 2005). Personal entrenado y cémodo en este tipo de conversaciones deberia
ser el encargado de dirigir la informacion y las propuestas de una manera
sensible y abierta, valorando en cada caso la conveniencia o no de la presencia
de los padres en el momento de la charla y en el momento de acompanar a los
pacientes a la unidad de reproduccion. La posibilidad de recoger la muestra en
un lugar diferente a la unidad de fertilidad de adultos (domicilio, algun lugar
habilitado de la unidad de OP) podria mejorar el rendimiento de la misma
(Chapple A 2007).

=  Pacientes Prepuberes

Los varones prepuberes no cuentan en la actualidad, con ninguna
opciéon disponible para preservar sus células germinales en la practica clinica
diaria. La criopreservacion de tejido testicular inmaduro con posterior
maduracion in vivo/in vitro es una estrategia experimental, que ha obtenido
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buenos resultados en modelos animales pero que todavia no tiene aplicacidn
practica fuera de este ambito (Anderson RA 2015).

e  Preservacion de células madres espermatogoniales

Una posible opcion futura seria la preservacion de células madre
espermatogoniales (SSC) para un posterior trasplante autélogo (Geens M 2008)
(Baert Y 2013), cuyo salto a la clinica ya se esta ensayando de manera pionera a
nivel mundial en Bruselas desde el afio 2002 (Wyns C 2010) (Goossens E 2013).

Desde un punto de vista mas basico, las SSC son las células madre de la
linea germinal masculina. Estan presentes en la membrana basal de los tubulos
seminiferos desde el momento del nacimiento en el tejido prepuber, y son las
responsables del mantenimiento de la espermatogénesis a lo largo de toda la
vida adulta. En el caso de nifios prepuberes, la poblacién de células germinales
del testiculo estd constituida exclusivamente por las SSCs.

En este sentido, se han ensayado y en la actualidad se estan depurando
diferentes técnicas que permiten la identificacidn, purificacion, criopreservacién
y trasplante de las SSCs (Wyns C 2010) (Goossens E 2013).

Una posible opcidn capaz de permitirla recuperacion de la fertilidad de
forma permanente es la realizacién de un trasplante autélogo. El trasplante de
SSCs en raton es una de las pruebas funcionales que definen a las SSCs como
subpoblacion celular capaz de colonizar el epitelio seminifero de ratones
esterilizados quimicamente, siendo capaces de regenerar su espermatogénesis
(Geens M 2008). Resultados similares se han conseguido con el trasplante de
SSCs en otros modelos animales, incluidos primates, trasplantando tanto SSCs
purificadas como un pool de células germinales en distintos estadios de
diferenciacién, consiguiendo descendencia fértil tras mas de 10 afos
criopreservadas (Hermann BP 2012).

Alternativamente en estos momentos, se estan ensayando diferentes
estrategias de maduracion de SSCs in vitro para la obtencion de células
haploides in vitro que permitan a los pacientes tener descendencia tras
someterse a procesos de reproduccion asistida, principalmente ICSI (Geens M
2008).

Otra posibilidad que estd siendo ampliamente explorada es el xeno-
injerto de tejido testicular completo en ratones inmunodeprimidos. Asi, se han
conseguido resultados muy prometedores al injertar, a nivel subcutaneo,
escrotal e incluso intra-testicular, fragmentos de tejido testicular de diferentes
especies, incluido humano, en ratones inmunodeprimidos (Goossens E 2013). De
este modo, la técnica de xeno-injerto se propone como una opcion adecuada en
el intento de generar espermatozoides humanos funcionales a partir de tejido
testicular criopreservado procedente de pacientes prepuberes antes de
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someterse al tratamiento antitumoral. Sin embargo, hasta la fecha no se ha
observado un avance en la maduracién de la meiosis mas alla de paquiteno en
ensayos con tejido humano. Desde esta perspectiva, deben seguir realizandose
mas estudios, dado que el xeno-injerto podria suponer una alternativa para
impedir la transferencia de células cancerigenas de nuevo al paciente (Wyns C
2008).

e Administracién de analogos de gonadotropinas

La administracién de hormonas andlogas de las gonadotropinas como
mecanismo protector del eje hipotalamo-hipofisario gonadal, no ha mostrado
ninguna efectividad en la poblacion humana masculina (Loren AW 2013)
(Meistrich ML 2008).

4.3.1.2 Mujeres (Tabla 6)
4.3.1.2.1 Criopreservacion de embriones

La criopreservacion de embriones es una de las técnicas, junto a la
criopreservacion de ovocitos, clinicamente bien establecida y considerada no
experimental, con una tasa de éxitos elevada.

Supone una de las primeras opciones para la PF pero requiere de una
estimulacion ovarica para la obtencion de ovocitos, que ocasiona una demora en
el inicio del tratamiento antineopldsico de 2 a 5 semanas. Este tiempo puede
considerarse excesivo para pacientes que deben iniciar su tratamiento
inmediatamente. Destacar que recientemente se estdn barajando nuevos
métodos de estimulacidn, que acortarian mucho ese tiempo necesario, con
indices de éxito similares a los métodos tradicionales (Loren AW 2013).

Por otra parte el hecho de criopreservar embriones requiere que la
paciente tenga una pareja estable. En niflas y adolescentes esta opcion no se
contempla y en personas sin parejas, el uso de donantes de semen puede
generar controversia.

Existe una problematica ética y legal asociada sobre la acumulacién y
destino final de embriones obtenidos de pacientes que se someteran a un
tratamiento de QT o RT, y que potencialmente pueden no sobrevivir a la
enfermedad.

4.3.1.2.2 Criopreservacion de ovocitos

=  Criopreservacion de ovocitos maduros
La criopreservacion de ovocitos es desde hace unos afios la técnica mas
comun en PF.Desde el 2012 ya no se considera experimental. No es necesario

tener pareja ni el uso de semen de donante evitando asi problemas morales,
religiosos y legales y ademas no requiere cirugia.

.84 .
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Cuando se habla de este procedimiento habitualmente se hace
referencia a la criopreservacion de ovocitos maduros (en la segunda divisién
meidtica), que son extremadamente fragiles debido a su tamafio, contenido en
agua y disposicion de cromosomas. Los recientes avances producidos en las
técnicas de congelacidn y descongelacidn de los mismos, han conseguido sortear
dichos obstaculos.

Gracias a la técnica de vitrificacidon de ovocitos, la tasa de supervivencia
tras la desvitrificacion es del alrededor del 95% y la tasa de fecundacion es
similar a la obtenida con ovocitos en fresco (Cobo A 2008) (Domingo J 2009).

Por otra parte, es necesario someterse a un ciclo de estimulacion
ovdricay algunas pacientes oncoldgicas no tienen tiempo de completarlo antes
de iniciar el tratamiento frente al cancer. A pesar del éxito en la poblacidon
adulta, de momento pocos centros se han planteado ofrecerla en menores de
edad, aunque pacientes postpluberes, que estén de acuerdo con el
procedimiento y con el consentimiento de sus responsables legales, podrian
considerarse candidatas en situaciones muy concretas (Loren AW 2013).

Un aspecto importante al plantear esta técnica es que las pacientes no
deben haber llevado QT reciente, sin ninguna excepcion (a diferencia de las
pacientes que se someten a CCO como veremos a continuacion). Los resultados
de la estimulacidon son peores y ademas se ha descrito la posible afectacion
genética de dichos ovocitos, asi como efectos adversos reproductivos (abortos y
mayor tasa de malformaciones en estudios animales) (Shapira M 2014).

=  Criopreservacion de ovocitos tras maduracion in vitro

Paralelamente a este procedimiento también pueden conservarse
ovocitos inmaduros que se encuentran en estadio de diplotene de la profase |
(vesicula germinal) y que son menos vulnerables a los dafios de la
criopreservacion. Este proceso no requiere de estimulacidon ovarica, lo que
supondria un gran beneficio para pacientes que no pueden retrasar el
tratamiento. Con cierta frecuencia se ha asociado esta técnica a la CCO,
aspirando dichos ovocitos durante el procedimiento (Escriba MJ 2012). Tras la
aspiracion se someten a un proceso de maduracion in vitro (IVM) y posterior
crioconservacion. Varios trabajos describen embarazos y recién nacidos sanos
gracias a este procedimiento (Séderstrom-Anttila V 2005).

Como desventaja descrita en publicaciones mas antiguas es que se
encontraban dificultades importantes en conseguir la maduracion coordinada de
nucleo y citoplasma para una posterior fecundacién. Después del proceso de
IVM de las vesiculas germinales, podian aparecer anormalidades en el huso y
una condensacidn prematura y parcial de los cromosomas (Goud A 2000).
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De forma optimista el grupo de Jadoul defiende este procedimiento en
la actualidad como opcidn alternativa o complementaria, alegando que en
centro experimentados las tasas de maduracion llegan a ser del 50-60% y las de
fertilizacién 60-70% (K. S. Jadoul P 2012). Fasano y su equipo alcanzan tasas de
maduracion mas bajas del 31% (rango muy variable de 0-100%) en una cohorte
de 57 pacientes que se sometian a una criopreservacién de tejido ovarico por
problemas oncolégicos, con una mediana de edad 26 afios (8-35).
Llamativamente incluyen a 4 pacientes prepuberales, donde los resultados
fueron totalmente superponibles a las pacientes adultas (Fasano G 2011).

El planteamiento y perfeccionamiento de esta técnica es especialmente
relevante para pacientes con enfermedades hematoldgicas, donde el reimplante
del tejido esta contraindicado, y todavia mds importante en las pacientes mas
jévenes, que cuentan con muchas menos opciones de PF.

= Viabilidad de estas opciones durante el seguimiento de pacientes
oncoldgicas jovenes libres de enfermedad

Como algunas de las técnicas que hemos comentado se han empezado
a usar relativamente hace poco, existe un colectivo de pacientes a tener en
cuenta. Se trata de mujeres jovenes, en RC de su enfermedad, que recibieron un
tratamiento con elevado riesgo gonadotdxico cuando eran nifias y adolescentes
y que en su momento no se les realizd ninguna técnica de PF.

La situacidn de estas mujeres puede ser doble, por una parte existira un
subgrupo en el que su reserva folicular se agoté del todo poco después de
recibir el tratamiento. En estas mujeres es dificil plantear opciones de
descendencia bioldgica y estaran mas encaminadas en un futuro a la utilizacion
de o6vulos de donante o adopcidén. Pero existe un subgrupo, en el que
presentando un reserva ovarica relativamente baja, pero no agotada, pudiera
beneficiarse de algunas de las técnicas referidas a la crioconservacién de
ovocitos. Dicho ofrecimiento tendria sentido en pacientes habitualmente ya
mayores de edad y con unas probabilidades altas de agotamiento de reserva
ovdrica en edades tempranas (Vatanen A 2013) (Anderson RA 2015).

Existen experiencias aisladas publicadas en este sentido con buenos
resultados (Oktay K 2014) (Even-Or E 2015). Resulta de vital importancia el
seguimiento clinico y analitico de las pacientes, sobre todo las de alto riesgo
gonadotoxico, para poder monitorizar su situacién ovarica y valorar quién seria
candidata, tras analizar los pros y las contras de estas opciones en cada caso
particular (Nielsen SN 2013) (Wallace WH 2005).

4.3.1.2.3 Criopreservacion corteza ovarica

La criopreservacion de corteza ovarica (CCO) es actualmente es la Unica
opciéon de PF para pacientes prepuberales. Sin embargo es importante remarcar
quea pesar de que el primer nifio nacido mediante esta técnica se remonta al
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afio 2004 (Donnez J 2004), continua considerandose de cardcter experimental y
hay que considerar varios factores cuando se va a realizar en pacientes menores
(Anderson RA 2008) (Fallat ME 2008). El desarrollo y caracteristicas de la CCO se
detallan en el apartado 1.3.2

4.3.1.2.4 Trasposicion quirdrgica ovarica

La transposicién quirdrgica de los ovarios fuera del campo de
irradiacién puede preservar la funcidon ovdrica. Es una técnica cldsicamente
descrita y potencialmente utilizable en la edad pediatrica de PF (Loren AW
2013). Varios trabajos recientes, presentan buenos resultados en pequefias
series y animan a los profesionales a su consideracion, cuando el principal factor
limitante sea la RT pélvica (Bisharah M 2003) (Terenziani M 2009).

Los ovarios deben desplazarse lo mas lejos posible, en el caso de que
vaya a recibirse ICE o si se va a recibir RT pélvica, anclarlos lo mas altoy lateral
posible en la pared abdominal anterior (goteras paracélicas). Deben utilizarse
clips de titanio en los bordes opuestos del ovario para que posteriormente éstos
puedan ser identificados radioldgicamente antes de la RT (Jadoul P 2012).

Puede realizarse por laparotomia durante el tratamiento quirlrgico
propio de la enfermedad o mediante laparoscopia antes de recibir la RT. Es
importante recalcar que si los ovarios son trasladados a una posicion
abdominal,se puede lograr una gestacion espontanea, sin necesidad de
someterse a una segunda cirugia de reubicaciéon de los ovarios a una zona
pélvica. Ademas esta técnica puede practicarse sola o en combinacion con otras
técnicas de PF (Martin JR 2007). Por otra parte, existe riesgo de remigracién de
los ovarios, por lo que en la medida de los posible se deberia realizar lo mas
proxima a la administracién de RT (Loren AW 2013).

A pesar de las ventajas tedricas la realidad es que hasta la fecha no se
emplea rutinariamente en todos los centros bajo las premisas de requerir un
procedimiento quirurgico adicional y no evitar la gonadotoxicidad provocada por
QT que, con frecuencia se ha de utilizar conjuntamente.

4.3.1.2.5 Analogos de hormona liberadora de gonadotropina (aGnRH)

La manipulaciéon hormonal en mujeres con aGnRH como alternativa de
PF, continua suponiendo un tema controvertido en la actualidad. Clasicamente
se ha descrito que podrian proteger frente a los efectos tdxicos de los
tratamientos antineoplasicos creando un estado hipogonadotropo similar a la
etapa puberal, siendo posible la proteccidon de los foliculos en crecimiento; pero
éstos solo constituyen el 10% de la poblacién folicular, por lo que su uso
supondria una proteccion a corto plazo (Oktay K 1997).

Se sabe por otra parte, que podria tener beneficios alternativos para
los pacientes como disminuir el sangrado vaginal cuando existe trombopenia
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secundaria a la administracion de QT, pero deberian sopesarse igualmente los
posibles riesgos: pérdida dsea, sofocos y potencial interferencia con la respuesta
ala QT en algunos tumores con receptores estrogénicos.

El trabajo reciente de Moore, defendia su uso concomitante a la QT en
el cancer de mama. El estudio a pesar de ser randomizado presenta una serie de
limitaciones, como considerar como uno de los objetivos principales, la
recuperacién de menstruaciones (no utilizan RFA ni niveles de AMH). Por este y
otros motivos ha sido cuestionado con contundencia por Oktay y colaboradores
en su ultima revision. (Moore HC 2015) (Oktay K 2015)

A dia de hoy y segun el panel de expertos de la sociedad americana de

Medicina Reproductiva en el 2013, su uso no esta indicado como método Unico
de PF y su utilizacidén deberia restringirse a ensayos clinicos (Loren AW 2013).



Tabla 6 : Resumen de las caracteristicas practicas de las diferentes opciones de FP en mujeres
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CRIOPRESERVACION CRIOPRESERVACION DE CRIOPRESERVACION DE CRIOPRESERVACION DE OOFOROPEXIA
DE EMBRIONES OVOCITOS MADUROS OVOCITOS TRAS IVM CORTEZA OVARICA

¢éSe considera experimental? NO NO Si¢? Si NO
éRequiere pareja o semen de si NO NO NO NO
donante?
éRequiere estimulacion
hormonal con tiempo minimo Si Si NO NO NO
2-3 semanas?
éRequiere cirugia? NO NO NO Si Si
cSe‘puede plan:tear a NO NO of sf sf
pacientes prepuberes?
éSe puede plantear a NO Posible si si si
pacientes puberes?
éSe p.)uede' plantear con QT NO NO NO Sf Sf
previa reciente?
éSe puede plantear post- .. P . .

Slé? Sl Slé? Posible NO

tratamiento?

Comentarios

Tasas de fecundacion
altas

Mayores dilemas éticos

Tasas de fecundacion
altas.

Puede asociarse a CCO.

Buena opcidn si existe
riesgo de reintroducir
células malignas

Tasas de fecundacion
mas bajas

Puede asociarse a CCO

Buena opcion si existe
riesgo de reintroducir
células malignas

Posibilidad de realizar
maduracion in vitro de
FP.

Posibilidad de
recuperacion hormonal
tras reimplante.

No indicado el reimplante
en neoplasias
hematoldgicas

Principal indicacion
cuando vaya a
administrase RT pélvica.

De forma aislada no es
util si hay QT
gonadotoxica.

Puede asociarse a CCO.

No requiere cirugia de
recolocacién.
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4.3.2 Criopreservacion corteza ovarica

La CCO supone la unica opcidon de PF disponible para pacientes
prepuberales y la mas ampliamente utilizada en adolescentes. Es también la
primera alternativa que se plantea en mujeres adultas cuando se requiere de
inmediato empezar el tratamiento. Continua considerandose una técnica
experimental (Anderson RA 2015) (Loren AW 2013), sobre todo en poblacién
pediatrica, aunque algunos profesionales, tras los avances conseguidos en los
ltimos afios defienden con rotundidad su salto a técnica establecida (Donnez J
2015)

Es un procedimiento que puede realizarse rapidamente, sin retrasar el
inicio de los tratamientos oncoldgicos y que no requiere de estimulacién ovdrica
previa, por lo que pacientes con cancer hormono-dependiente también pueden
beneficiarse de ella. En general implica un menor nimero de dilemas éticos
respecto a otros opciones.

La CCO consiste enla extraccién de la corteza con su reserva folicular
correspondiente previamente a la administracion del tratamiento oncoldgico, su
congelacién durante un periodo indefinido de tiempo y su posterior
“autotransplante” orto o heterotdpico siempre que la paciente se encuentre
libre de enfermedad. Con esta técnica se conservan muchos FP in situ que
contienen ovocitos arrestados en fase de diplotene de la primera division
meidtica. Los FP son de pequefio tamafio y quiescentes, y los ovocitos en su
interior no tienen zona peldcida ni granulos corticales, lo que les confiere mayor
tolerancia a los procesos de congelacion-descongelacion que los foliculos
maduros.

Como ventaja adicional sobre otras opciones es que tras su
ortotrasplante, se puede restablecer la funcién ovérica global, es decir,
mantener la capacidad reproductiva o exocrina y la produccion hormonal o
endocrina siempre que exista una adecuada poblacién folicular (Donnez J 2015).

La CCO puede asociarse a otros procedimientos descritos
anteriormente como la aspiracién de los foliculos antrales y posterior VM.
También puede simultanearse con la técnica de vitrificacion de ovocitos,
realizdndose una estimulacion controlada entre los dias -1 y +3 del ciclo. Con
estas combinaciones se permite aumentar considerablemente el espectro de
opciones de PF para las pacientes oncoldgicas (Donnez J 2015).

4.3.2.1 Descripcion proceso

La extraccion de tejido ovarico requiere de un procedimiento
quirdrgico, realizado normalmente mediante laparoscopia en el cual puede
extraerse el ovario entero, un fragmento o realizar multiples biopsias. Se plantea
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extraer mayor tejido ovarico cuando el riesgo de FOP es muy elevado (Jadoul P
2012) o el tamafio del ovario muy pequefio.

El tejido ovarico se corta en fragmentos y puede criopreservarse
mediante técnicas de congelacion lenta o mediante vitrificacion. La
criopreservacion no es sencilla debido a su composicién de diferentes tipos
celulares: células del estroma, foliculos formados por ovocitos mas células de la
granulosa y de la teca, vasos sanguineos y nervios del tejido ovarico.

La criopreservacion mediante congelacion lenta se realiza en una
solucién acuosa con diferentes solutos presentes. A medida que se produce un
descenso de la temperatura se forman nucleos de hielo en el medio extracelular,
dejando los solutos progresivamente mas concentrados en la fraccién liquida.
Las células en suspension deben deshidratarse para mantener el equilibrio
osmoético con un medio extracelular cada vez mas hiperténico. El agente
crioprotector debe penetrar de manera uniforme a través del estroma, de las
células de la granulosa y de los ovocitos, pero al mismo tiempo, se debe evitar la
toxicidad asociada su wuso (Hovatta 2005). El método estandar de
criopreservacion es un programa de congelacion lenta usando un medio con
agentes penetrantes de bajo peso molecular que contenga albumina humana
sérica con propanodiol, Dimetilsulféxido (DMSO) o etilenglicol combinado con
sucrosa (Hovatta O 1996).

Por otro lado, en los ultimos afios se esta trabajando para mejorar las
estrategias de vitrificacidn de tejido ovarico. Las principales diferencias entre los
2 procedimientos son el proceso de congelacion y la concentracidon del
crioprotector utilizado. Aunque se han publicado estudios en los que muestran
que la vitrificacion pudiera ser mas efectiva (Hovatta 2005), hasta el momento
todos los embarazos obtenidos mediante esta técnica (excepto 2) provienen de
corteza criopreservada mediante congelacién lenta (Donnez J 2015).

En ocasiones, por motivos de logistica no se puede realizar la
criopreservacion del tejido inmediatamente posterior a su extraccion. Se ha
demostrado viabilidad del mismoa 4 2 Cdurante 20-24 horas tras su extraccion
(Dittrich R 2012) (Jadoul P 2012).

4.3.2.2 Resultados publicados hasta la fecha en relaciéon a la CCO

La primera experiencia con éxito en este ambito fue descrita por el
equipo de Gosden, consiguiendo restaurar la fertilidad en una oveja tras
autotrasplante de corteza ovarica hace mas de 20 afios (Gosden RG 1994) y
desde entonces su aplicacion en humanos ha crecido de forma exponencial.

=  Funcion hormonal

La restauracion de la funcién hormonal ha sido demostrada en varios
trabajos (von Wolff M 2009). La recuperacion de la actividad ovarica se suele
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conseguir entre los tres meses y medio y los seis meses y medio después del
reimplante, detectdndose un aumento de los niveles de E2 y una disminucion de
FSH a una media de 4,5 meses (Donnez J 2013).

=  Fertilidad

En el campo de la fertilidad son a dia de hoy, 60 los recién nacidos vivos
publicados o comunicados tras el implante de corteza ovdrica, bien
espontdneamente o tras estimulacién hormonal y técnicas de reproduccion
asistida (Donnez J 2015) (Figura 17).Se desconoce el nimero exacto de cortezas
conservadas y el nimero de reimplantes realizados, por lo que durante muchos
afos ha sido dificil dar una estimacion de las probabilidades de concebir tras
CCO. Un trabajo muy reciente, recoge “ese denominador” que representa el
numero de cortezas implantadas en las principales series conocidas de pacientes
de 5 paises (Espafia, Dinamarca, Bélgica, Alemania y Australia) y sobre un total de
111 reimplantes, se han comunicado 33 nacimientos, de forma que Ia
proporcion de madres que han concebido gracias a esta técnica es del 29 %.Es
destacable que al menos 2 de ellas, han tenido 2 hijos cada una, confirmando la
eficacia a largo plazo de la técnica. Este dato obtenido recientemente, ayuda en
gran medida a dar una informacidn realista a las pacientes y sus familias sobre el
procedimiento y por otra parte porque segun varios autores es mas una cifra
suficiente para dejar de considerar la CCO como una técnica experimental
(Donnez J 2015).

La edad de la paciente y la reserva ovarica inicial son factores cruciales
para el éxito de la técnica. Pacientes mayores de 40 afos no son buenas
candidatas para la CCO ya que el indice de embarazo después del trasplante es
muy bajo en este subgrupo (von Wolff M 2009).

=  Pacientes prepuberes

Hace muy poco, se ha publicado el primer recién nacido procedente del
implante de tejido ovarico recogido en etapa prepuber. El equipo de
Demesteree, describe el caso de una paciente de 13 afios, prepuber, que fue
sometida a TPH por una anemia de células falciformes avanzada. Su
acondicionamiento incluyd busulfan y CFM, ocasionandole FOP poco después. Se
le indujo hormonalmente la menarquia con 15 afios y posteriormente precisé
THS. Tras 10 afios de seguimiento manifestd su deseo de ser madre y se
reimplantaron 2 fragmentos que normalizaron los niveles hormonales y
reinstauraron la menstruacién. A los 2 afios del implante y de manera
espontanea, la paciente quedd embarazada dando a luz a un nifio sano
(Demeestere | 2015).

La induccion de la pubertad a través del implante de tejido ovdrico, es

un tema muy controvertido en cuanto a su indicacidn, pero que demuestra el
funcionamiento del tejido recogido a edades muy precoces (Poirot C 2012).
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Figura 17 : Resumen de los 60 recién nacidos tras autotrasplante de corteza ovarica

Table1 Series of 60 live births after transplantation of frozen-thawed ovarian cortex

Cryopreservation Number of transplanted Number of live births
procedure women desiring pregnancy (..)=ongoing pregnancies

Donnez and Dolmans et al. SF 19 8(+1)

Meirow et al. SF NA 6

Demeesere et al. SF NA 3

Andersen’s et al. SF 25 8

Silber et al. SF 6 4

Piver et al. and Roux et al. SF NA 3(+1)

Pellicer et al. SF 33 6 (+3)

Revel et al. SF NA 2

Dittrich et al. SF 20 6

Revelli et al. SF NA 1

Callgjo et al. SF NA 1

Stern, Gook, and Rozen SF 14 3

Kawamura and Suzuki et al. VF NA 2

Burmeister and Kovacs, et al. SF 2 1
Rodriguez-Wallberg and Hovatta et al. SF NA 1

Tanbo et al. SF 2 2

Agarwal et al” SF NA 1

Makolkin et al., and Kalugina et al.” SF NA 2

Adapted from Fertil Steril [9], the Lancet [10], from two comrespondences to the Lancet by Rozen et al. [16], by Andersen [11], and from two publications
by Rodriguez-Wallberg et al. [17] and by Tanbo [18]

SF slow freezing, VF vitrification

*Twins

® Personal communication

Extraido de: Donnez J. Ovarian cortex transplantation: 60 reported live births
brings the success and worldwide expansion of the technique towards routine
clinical practice (2015)

4.3.2.3 Riesgo de contaminacion en el tejido ovarico con células
malignas

La posibilidad descrita de reintroducir células malignas en el momento
del auto trasplante y el potencial riesgo de que reaparezca la enfermedad
oncoldgica es un apartado de especial consideracion.

= Posibilidad de metastasis en el ovario

La mayoria de tumores soélidos en edad pediatrica tienen poca
capacidad de metastatizar al ovario. Esto incluye tumores cerebrales, éseos,
tumor de Wilms y EH entre los mas frecuentes. Por el contrario y de forma
llamativa un estudio demostré que hasta el 25-50 % de las autopsias de
pacientes con neuroblastoma presentaban metastasis ovaricas (Oktay K 2001).

Por otra parte las neoplasias hematoldgicas, como las leucemias e
incluyendo también el linfoma Burkitt y linfoblastico presentan un riesgo mayor.
En edad adulta se afiaden a este grupo los canceres de mama y colon en estadio
avanzado.
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Actualmente se dispone de técnicas altamente sensibles que podrian
detectar macro o micro metastasis en el ovario: Inmunohistoquimica (IHQ),
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR),
ademads de las tradicionalmente utilizadas pruebas de imagen preoperatorias y
de la histologia convencional (von Wolff M 2009) (Meirow D 2008) (Rosendahl M
2013).

=  Trabajos relacionados

En los ultimos afios se han multiplicado los trabajos que intentan
investigar a fondo este tema. Un estudio de Meirow en el que se analizé
mediante histologia 8 muestras de CO de pacientes con LMA no revelaba
infiltracién neoplasica en el tejido. En este mismo estudio estudiaron 2 muestras
mediante RT-gPCR y en una de ellas se detectd la presencia de células malignas
(Meirow D 2008).

Rosendahl y su grupo, analizaron la corteza ovarica criopreservada de
26 pacientes con leucemia. No encontraron células malignas a nivel histoldgico,
pero si fueron detectadas mediante técnicas moleculares (Rosendahl M 2010).
Dolmans vy colaboradores llevaron a cabo un estudio mas exhaustivo
incorporando experimentos in vivo para comprobar la existencia de células
malignas en el tejido ovdrico criopreservado. Analizaron la corteza
criopreservada de 18 pacientes leucémicas 6 de ellas con Leucemia Mieloide
Crénica (LMC) y 12 con LLA. Nueve de los casos estudiados (2 de LMC vy 7 de
LLA), con marcadores moleculares rastreables, resultaron ser positivos indicando
la presencia de células malignas en el tejido ovarico. Mediante técnicas
tradicionales de deteccion de metdstasis (IHQ) no se detectaron células malignas
en ninguno de ellos. Ademas observaron que la QT antes de la CCO no excluiala
contaminacién con células malignas del tejido (Dolmans MM 2010).

Por otro lado, Greve y colaboradores han publicado recientemente que
pacientes con leucemia en RC no presentan células malignas en el tejido ovarico.
Estudiaron el tejidoin vivo de 25 pacientes con leucemia en RC, tanto antes del
xenotrasplante a ratones, como pasadas 20 semanas, mediante técnicas
histoldgicas, IHQs y moleculares. Ninguno de los trasplantes reveld signos de
enfermedad, ni en la pieza de tejido ovarico trasplantado ni en los drganos
murinos evaluados. Con estos resultados sugieren que la CCO y posterior
autotrasplante en pacientes con leucemia en RC podria estar indicada (C.-L. E.
Greve T 2012). Mas tarde el mismo grupo llevd a cabo el analisis de corteza
ovdrica procedente de 16 pacientes con sarcoma (9 con sarcoma de Ewing, 4 con
osteosarcoma, 2 con sarcoma sinovial y 1 con condrosarcoma) mediante
técnicas histoldgicas, IHQs y moleculares. En ninguno de los casos encontraron
contaminacion de células tumorales en el tejido ovarico criopreservado (Greve T
2013).

.94 .
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De los principales trabajos publicados se deduce que las técnicas
moleculares son mucho mas sensibles que las histoldgicas en la deteccion de
células malignas. Globalmente la mayoria de grupos sigue considerando
contraindicado el reimplante del tejido criopreservado en pacientes con
neoplasias hematoldgicas a pesar de la negatividad de las pruebas de deteccién
(Dolmans MM 2010).

=  Opciones para evitar el reimplante de células malignas

La maduracion in vitro de algunos de los FP extraidoscon la CCO y su
posterior fecundacién cuando la paciente alcance la edad adulta (gracias a
técnicas de reproduccién asistida), ha abierto en los ultimos afios un nuevo
frente experimental muy prometedor para pacientes con algin riesgo de
contaminacién de células malignas durante el reimplante. Su aplicacion en
modelos animales se ha conseguido en la actualidad y se estdn dando pasos
importantes en la especie humana aunque todavia queda lejos de aplicarse en la
clinica. El equipo de Telfer desde hace varios afos, estd trabajando
intensamente en este tema, ya que de conseguirse, se abririan opciones reales
para las paciente puberes y prepuberes con enfermedades hematoldgicas que
solo cuentan con la CCO como alternativa de PF (Telfer EE 2013) (Telfer EE
2008). Recientes publicaciones describen la existencia de diferencias en la
activacion y crecimiento de foliculos dependiendo de si proceden de un ovario
prepuber o adulto, haciendo hincapié en los cambios fisioldgicos que la
pubertad ocasiona sobre el pool folicular (Anderson RA 2014).

Del mismo modo la IVM de foliculos antrales en el mismo momento de
la CCO tal y como se ha descrito anteriormente también amplia las opciones a
este subgrupo de pacientes.

4.3.2.4 Momento éptimo de realizacion CCO.

La realizacion de esta técnica y sus posibilidades de éxito se
fundamentan en una adecuada reserva folicular en el tejido ovarico (Donnez J
2013). La premisa de no haber recibido QT previa a su realizaciéon, es uno de los
pilares de sus indicaciones para la mayoria de grupos, aunque son bien
conocidas las excepciones en todas las series.

Bajas dosis de QT pueden afectar al ovario, sobre todo al pool de
foliculos en crecimiento o maduros con la consecuente interrupcion de las
menstruaciones poco después de iniciar tratamiento antineopladsico (Meirow D
2010). Aunque tedricamente dosis bajas de QT respetarian el pool de FP, en
cierta medida también puede haber un impacto negativo sobre la funcion
ovdrica a largo plazo incluyendo el potencial fértil. Este efecto dependeria del
tipo de agente utilizado, la dosis administrada y sobre todo la edad de la
paciente.
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El grupo de Wallace, en referencia a este tema, plantea entre las
indicaciones la posibilidad de incluir a pacientes menores de 15 afios que
hubieran recibido QT no gonadotdxica a dosis bajas, constatando asi la
importancia de estos 3 factores (Anderson RA 2015).

Los motivos por los que una paciente candidata a CCO puede haber
recibido QT antes del procedimiento son diversos. La necesidad de iniciar un
tratamiento con urgencia, una mala situacidn clinica inicial y el no disponer de
un equipo de PF en el mismo hospital, suelen ser los motivos mas habituales. Por
otra parte en ocasiones es dificil saber al debut cual va a ser el tratamiento
completo de una paciente, ya que hay algunos factores (nimero de ciclos
totales, o la decision de administrar RT o no y su dosis) que dependen
fundamentalmente de la respuesta al mismo.

4.3.2.4.1 Leucemias

La leucemia aguda es el tipo de cidncer mas comun en la edad
pediatrica. Presenta una incidencia de 3-4 casos por cada 100000 nifos
suponiendo el 30% de todos los casos oncoldgicos infantiles. En el 80-85% de los
casos se trata de una LLA, con unos altos indices de curacién a largo plazo (85%)
y en el 15-20 % LMA con unas probabilidades globales menores (hasta un 60%)
(Peris Bonet R 2015) (Pizzo PA 2011).

=  Leucemia Linfoblastica Aguda

En la mayoria de pacientes el tratamiento se limita a la QT. Se inicia con
la fase de induccion que busca conseguir la RC empleando agentes QTS
multiples: prednisona, vincristina, asparraginasa, daunoblastina y CFM a dosis
bajas. Le sigue la fase de consolidacion y profilaxis de recaidas extramedulares
con metotrexate y arabindsido de citosina a altas dosis. Los pacientes de alto
riesgo reciben a continuacién tratamiento de intensificacion. Se completa el
tratamiento con mercaptopurina y metotrexate oral durante 2 afios en aquellos
pacientes que no tienen indicacidn de TPH.

Los pacientes considerados de muy alto riesgo y los lentos
respondedores a esteroides o a la QT pueden necesitar consolidar el tratamiento
con TPH. Las indicaciones no estan absolutamente definidas y varian segun los
protocolos terapéuticos y los grupos de estudio-tratamiento (Ribelles A 2015)
(Figura 18).

=  Leucemia Mieloblastica Aguda

El prondstico de la LMA es peor que el de la LLA, pero ha mejorado los
ultimos afios como consecuencia de la intensificacion terapéutica e inclusion del
TPH. A diferencia de la LLA, la prolongacion del tratamiento no mejora los
resultados. Se utilizan ciclos intensivos de QT con el fin de eliminar todo el clon
leucémico. Son ciclos muy mielosupresores dado que la enfermedad se localiza
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en la hematopoyesis mieloide. Los farmacos mas eficaces son las antraciclinas y
la citarabina. En nuestro protocolo en curso (SHOP LMA-2007) se administran
dos ciclos deidarrubicina, ara-c y etopdsido. Si se logra la RC, se completa con 1-
2 ciclos de consolidacion con ara-c a altas dosis y mitoxantrone y en la mayoria
de los casos posteriormente con TPH (Figura 18).

Tanto en la LLA como en la LMA se emplea QT intratecal con
metotrexato, arabindsido de citosina e hidrocortisona como profilaxis y/o
tratamiento de la posible infiltracion del SNC.

Como vemos entonces, en el caso de las leucemias, la indicacidon o no
del TPH, se basa fundamentalmente en 2 aspectos: caracteristicas morfoldgicas,
inmunofenotipicas, citogenéticas o moleculares de la enfermedad (datos estos
ultimos que con frecuencia no se disponen hasta pasados unos dias del
diagndstico) y fundamentalmente la respuesta al tratamiento, que suele
evaluarse habitualmente tras el primer mes de QT (Pizzo PA 2011).

=  CCO en pacientes con leucemia

La necesidad del TPH es lo que justifica la indicacion de CCO ya que la
QT administrada previamente es considerada poco gonadotodxica. Los agentes
utilizados en LLA globalmente no afectan a la reserva folicular y la CFM que si se
utiliza y que es el Unico AA se emplea a bajas dosis. Como ya se ha comentado, la
citarabina empleada en la LMA no parece perjudicar a largo plazo la funcion
ovarica (Leung W 2000) (Molgaard-Hansen L 2013) (ISFP Practice Committee
2012). Globalmente se considera que las LLA y LMA que no van a precisar un
TPH presentan un riesgo gonadotoxico inferior al 20% (Shapira M 2014).

Nos encontramos por tanto con un perfil de pacientes muy concreto:

1. Pacientes clinicamente inestables al debut dada la enfermedad de base.

2. Iniciardn en todos los casos QT (considerada poco gonadotdxica) para
conseguir entrar en RC lo antes posible, y en condiciones normales lo
conseguiran en 1-2 meses. En ese tiempo habitualmente se conocera en
cuales estd indicado el TPH.

3. Una vez asentada la indicacion del TPH recibiran varios ciclos de QT
adicionales (también considerada poco gonadotédxica) para consolidar la
RC lentre 2-6 ciclos, dependiendo de si LMA/LLA).

4. Posteriormente se acondicionardn habitualmente con regimenes que
incluyen TBI y/o Busulfan (ambos con conocido efecto esterilizante y
causantes de FOP) y posterior rescate con TPH.
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Figura 18 : Esquema de tratamiento en pacientes pediatricas con LA
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La necesidad de ofrecer técnicas de PF a pacientes con estas
caracteristicas queda confirmada en numerosos trabajos publicados hasta la
fecha, ya que se consideran de alto-muy alto riesgo gonadotdxico superior al
80% (Lee SJ 2006) (Loren AW 2013) (Wallace WH 2005) (Shapira M 2014). La
indicacion es clara para muchos grupos aun sabiendo que el auto trasplante de
tejido a dia de hoy no esta indicado en estas pacientes y que muy
probablemente deberan beneficiarse de estrategias alternativas en marcha o en
experimentacion (IVM, maduracion foliculos primordiales) (Dolmans MM 2010).

=  Momento 6ptimo de CCO en pacientes con LA

Decidir en todo este proceso, cual es el momento éptimo de realizar la
CCO, no es sencillo. Las opciones pueden variar desde:

a) Realizarla poco después del inicio del tratamiento con la ventaja de
haber recibido menos carga de QT y las desventajas de: no conocer con
exactitud si existeindicacién del TPH, posibilidades de no estar en RCy
probablemente la necesidad de procedimiento anestésico /quirdrgico
independiente para la CCO.

b) Una segunda opcién seria plantearla tras conseguir la RC y antes de
someterse a los ciclos de consolidacidn e intensificacion, con la ventaja
de haber recibido también relativa poca carga de QT previa a la CCO'La
desventaja del procedimiento anestésico/quirurgico adicional seria igual
que en el caso anterior y cabe la posibilidad de que la indicacién del
TPH todavia no esté bien establecida.

c) Una dltima opcidn seria realizar la CCO tras conseguir la RC y justo antes
de recibir el TPH. Las ventajas que ello supondria incluyen: RC
conseguida y consolidada, indicacion certera del TPH y la posibilidad de
hacer coincidir el procedimiento con la colocacién bajo anestesia
general de un CVC, habitualmente tipo Hickman, necesario para la
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realizacién del TPH en la mayoria de los centros. Al ser el TPH un
procedimiento de alta complejidad y que requiere de una programacion
muy concreta, esta opcidon también permitiria derivar a las pacientes a
un centro de referencia de PF con la suficiente antelacién. La
desventaja principal seria contar con una dosis acumulada de QT mayor
(induccién, consolidacidn * intensificacion) aunque considerada en su
totalidad como de baja gonadotoxicidad.

=  Experiencias publicadas de CCO con o sin QT previa

Sobre estas opciones descritas no existe mucha literatura publicada y
cada centro realiza el procedimiento segun su criterio. El grupo de Donnez, sobre
un total de 58 pacientes pediatricas y adolescentes, tan solo refieren 5 casos que
hubieran llevado QT previa y en 3 se trataba de recurrencia, por lo que
probablemente su administracion estuviera bastante alejada de la CCO (Jadoul P
2010).

Contrariamente, Poirot y colaboradores publicaron su experiencia
pediatrica en 2007, con 47 pacientes pediatricas y en todos los casos habian
recibido QT con distinta intensidad previa a la CCO y al tratamiento considerado
altamente gonadotoxico (Poirot CJ 2007). Feigin en 2007, sobre un total de 27
pacientes con mediana de edad de 14 afios en el momento de CCO, informa de
administracién de citostéticos previamente en la mitad de los casos (Feigin E
2007).

Respecto a las pacientes hematoldgicas, el trabajo de Shapiraen 2014,
propone que las pacientes con leucemia (LMA y LLA), puedan recibir inicialmente
varios ciclos de QT antes de la CCO, eliminando asi las células malignas de la
sangre y que ésta técnica se realizaria sélo en aquellos casos donde fuera a
realizarse un TPH. Bajo la premisa de que si la paciente se encuentra en RC la
probabilidad de encontrar células leucémicas en el ovario son minimas y que
ademds podrian ser rastreables gracias a las técnicas de enfermedad minima
residual (EMR), estey otros equipos no hacen una oposicion franca al reimplante
del tejido en este grupo de pacientes (Greve T 2012) (Shapira M 2014).

4.3.2.5 Particularidades de CCO en poblacion pediatrica

Al seguir considerandose una técnica experimental, la CCO en edad
pediatrica deberia: restringirse a unas indicaciones muy concretas, tener en
cuenta una serie de particularidades por tratarse de paciente menores vy
realizarse en centros con experiencia, a ser posible en el dmbito de ensayos
clinicos.
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=  (Criterios de inclusion en un programa de PF

Desde hace 10 afios los criterios planteados por el equipo de Wallace
en Edimburgo (Figura 19) han sentado las bases de los programas de PF que
incluyen a pacientes menores y globalmente son aceptados aunque con algunos
matices.

Figura 19 : Criterios de inclusion de pacientes para criopreservacion de tejido gonadal
segun el equipo de Edimburgo

Panel 2: The Edinburgh Selection Criteria for gonadal tissue cryopreservation

These criteria were established with ethics committee review and approval because
they refer to experimental procedures, and should be regarded as a starting point for
future discussion, research, and refinement.

Female patients™

» Ageyounger than 35 years

« No previous chemotherapy or radiotherapy if aged 15 years or older at diagnosis, but
mild, non-gonadotoxic chemotherapy is acceptable if younger than 15 years

« A realistic chance of 5-year survival

« Ahigh risk of premature ovarian insufficiency (>50%)

« Informed consent (parent and, when possible, patient)

« Negative HIV, syphilis, and hepatitis serology

+ Not pregnant and no existing children

Male patients

« Age0-16 years

« Ahigh risk of infertility (>80%)

« Unable to produce a semen sample by masturbation

« Nodlinically significant pre-existing testicular disease (eg, cryptorchidism)
« Informed consent (parent and, when possible, patient)

= Negative HIV, syphilis, and hepatitis serology

Extraido de: Anderson RA. Cancer treatment and gonadal function: experimental
and established strategies for fertility preservation in children and young adults
(2015)

e  (Calculo del riesgo de FOP

Habitualmente el cdlculo de riesgo de FOP tras un cancer pediatrico
surge de la clasificacion también publicada por Wallace en el 2005 (Figura 20)
atendiendo a la intensidad de tratamiento que iban a recibir cada uno de los
pacientes diagnosticados y su posterior adaptacién a los distintos protocolos
segln paises/centros (Wallace WH 2005). La propuesta de este grupo es ofrecer
técnicas de FP aquellas pacientes con un riesgo de gonadotoxicidad > 50%.

Por otra parte, cabe destacar que a lo largo del tiempo esta clasificacion

ha ido sufriendo alguna modificacidn segun los datos de seguimiento de funcion
ovdrica a largo plazo y segun las adaptaciones de algunos protocolos

-100 -
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internacionales que han intentado minimizar al maximo los efectos secundarios
gonadales, como por ejemplo en la EH donde se ha substituido en la primera
linea de tratamiento a la procarbacina por dacarbacina (Anderson RA 2015).

El riesgo de insuficiencia ovarica para cada caso concreto en ocasiones
es dificil de calcular y algunos autores proponen un limite algo menor a la hora
de plantearse técnicas de PF (> 30%) (ISFP Practice Committee 2012).

Figura 20 : Riesgo gonadotdxico calculado seguin diagndstico y posible tratamiento
previsto

RIESGO ESTIMADO DE DISFUNCION GONADAL SEGUN CANCER

ALTO RIESGO (>80%) INTERMEDIO BAJO RIESGO (<20%)
T8I LMA ¢? LLA &2
RT LOCALIZADA HEPATOBLASTOMA TUMOR WILMS
ACONDICIONAMIENTO TPH OSTEOSARCOMA RETINOBLASTOMA
TUMOR CELULAS GERMINALES
L. HODKING (ALQUILANTES) L HODKING (OTROS TT?) (NORT Y PRESERVACION DE
GONADAS)
SARCOMA PB ESTADIO IV SARCOMA PB ESTADIO II-1ll SARCOMA PB ESTADIO |
S. EWING METASTASICO S EWING NO METAST
LINFOMA NH
NEUROBLASTOMA
CRANEOE S o CRANEAL > | TUMOR CEREBRAL: SOLO
54 Oy CIRUGIA O RT CRANEAL < 24 Gy

Extraido/Traducido de: Wallace WHB. Fertility preservation for young patients
with cancer: who is at risk and what can be offered? (2005).

e  Pronéstico y técnicas de PF

La esperanza razonable de vida, también es un punto controvertido.
Globalmente las cifras de supervivencia en el cancer infantil son superiores a las
de los adultos y decidir por debajo de qué porcentaje descrito de curacidn a
largo plazo se pueden plantear técnicas de PF no es sencillo y hasta la fecha
nadie ha publicado dicho limite. Parece claro que existen algunas entidades
donde la intencidn inicial del tratamiento ya es paliativa, y donde seria
altamente cuestionable su indicacidn, pero globalmente en pediatria estos casos
suponen una excepcion (Andres MM 2009).

e Edad minima para realizar CCO

La edad maxima para su proposicién es un punto muy controvertido
especialmente entre los especialistas de reproduccién ya que a mayor edad,
menor es la posibilidad de encontrar una reserva folicular adecuada en la CCO.
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Sin embargo se ha publicado muy poco sobre un punto de corte inferior. Dada la
fisiologia del ovario, es una técnica potencialmente utilizable desde el
nacimiento, pero actualmente se cuenta con muy pocos datos en pacientes por
debajo de los 5 afios. El equipo de Donnez en su serie, publica una paciente de
10 meses (Jadoul P 2010) sin especificar si existia limite de edad inferior entre las
indicaciones, mientras que otros grupos si han considerado ofrecerla a mayores
de 1 afio por el riesgo anestésico afiadido en pacientes menores de esta edad
(Shapira M 2014).

e Coincidencia con otros procedimientos que requieran anestesia

La técnica habitualmente se realiza por via laparoscdpicay varios grupos
consideran importante que su ejecucidn coincida con otros procedimientos que
requieran anestesia como insercidn catéter venoso central (CVC), intervencidn
del tumor, puncién lumbar (PL) o aspirado de Médula ésea (AMO) (Anderson RA
2008) (Revel A 2009).

e QT previaalaCCO

Idealmente las pacientes no deberian haber recibido ninguna QT previa,
pero en el caso de las pacientes pediatricas, como ya hemos comentado y bajo
la premisa de una mayor reserva ovarica, es aceptable plantearlo en aquellas de
alto riesgo, que hayan recibido previamente una QT no gonadotdxica (Anderson
RA 2015) (Shapira M 2014).

e Consideraciones éticas y legales

La aplicacion de estas técnicas ha de tener presente el marco legal de
cada pais, incluso comunidad auténoma. En este caso no sélo esta implicada la
normativa sobre recogida y uso de células germinales, sino que ademas se ha de
plantear en el contexto de pacientes menores de edad.

Las decisiones tomadas de acuerdo a “los mejores intereses para el
nifo”, respaldan a padres y profesionales cuando los menores no tienen
madurez suficiente para decidir (Wallace WH 2005). Cuando hablamos del caso
concreto de ensayos clinicos en menores de edad, debemos tener en cuenta
ademds que éstos solo pueden ser realizados si ellos son los beneficiarios
directos del ensayo. Si ademas son pacientes mayores de 12 afos, la ley vigente
determina, que deberian ser consultados y dar su aprobacion en el caso de
entender y asimilar adecuadamente la informacién recibida (Andres MM 2009).

La propuesta de un consentimiento informado en 2 etapas, la primera
para permitir la recoleccion de células germinales en el momento del
diagnéstico y la segunda para decidir su uso cuando el paciente alcance la edad
adulta, cobra cada vez mayor importancia en algunos centros (Grundy R 2001)
(Grundy R 2001) (Patrizio P 2005) (Wallace WH 2005). Por otra parte, la custodia
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de las muestras en el caso de fallecimiento de los pacientes, también deberia
quedar recogida en estos documentos (Patrizio P 2005) (Robertson 2005).

El abordaje multidisciplinar del tema, incluyendo los aspectos bioldgicos
y psicosociales del paciente y su familia es fundamental, especialmente en el
caso de menores. No es habitual ni facil plantear el tema de la descendencia de
pacientes tan jévenes teniendo en cuenta que ademads coincide en el tiempo con
una enfermedad muy grave recién diagnosticada (Andres MM 2009).

4.3.3 Programas de preservacion fertilidad en pacientes
pediatricas oncoldgicas

En los ultimos afios los avances cometidos en el campo de la medicina
reproductiva, han sido muy importantes. El desarrollo de las diferentes técnicas
de PF ha abierto un camino muy esperanzador para muchas pacientes y
recientemente también para las mas jovenes.

El abordaje multidisciplinar de este tema resulta fundamental. La
colaboracion entre oncdlogos, ginecdlogos, cirujanos, urdlogos, anestesistas,
bidlogos y psicélogos es totalmente necesaria ya que se entremezclan
cuestiones médicas con aspectos psicosociales de los pacientes, en un tema
nada trivial, como es el deseo y capacidad para tener hijos (Andres MM 2009).
Ese abordaje, cuando se trabaja con pacientes menores, es todavia mas
importante y aqui la familia directa adquiere un papel protagonista.

El grupo de Wallace y Anderson en Edimburgo, lidera el abordaje desde
la perspectiva de la OP y propone en un trabajo muy reciente toda una serie de
factores a tener en cuenta a la hora de plantear estrategias de FP en nifos y
adultos jovenes, muchos de ellos ya comentados anteriormente (Anderson RA
2015) (Figura 21).
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Figura 21 : Factores intrinsecos y extrinsecos a considerar en estrategias de PF en niiios
y adultos jovenes

Panel 1: Intrinsic and extrinsic factors for fertility
preservation strategies in children and young adults®

Intrinsic factors

+ Health status of patient

» Psychosocial factors

« Consent (patient or parent)

« Assessment of pubertal status

» Assessment of ovarian reserve (female patients)

Extrinsic factors

« Risk of predicted treatment (high, medium, low, or
uncertain risk)

« Timeavailable

 Expertise and technical options available

Extraido de: Anderson RA. Cancer treatment and gonadal function: experimental
and established strategies for fertility preservation in children and young adults
(2015)

El disefio de programas especificos de PF en centros con experiencia,
son la clave para conseguir ofrecer estas opciones a un numero cada vez mayor
de personas y ademas ir progresivamente mejorando, complementando vy
ampliando las alternativas para cada subgrupo de pacientes atendiendo a su
edad, enfermedad, necesidad de tratamiento precoz y riesgo futuro de
gonadotoxicidad.

4.3.3.1 Situacion actual a nivel internacional

A nivel internacional son varios los grupos que trabajan con intensidad
este tema y es previsible un efecto domind en los préoximos afios, como se
refleja en el gran numero de publicaciones recientes. El afio 2009 se cred la
Sociedad Internacional de Preservacion de la Fertilidad (ISFP), que agrupa a los
principales equipos de Europa, América y Asia que lideran esta seccién de la
medicina reproductiva y cuyo objetivo es servir de plataforma de investigacion y
colaboracion en este campo.

No existen grupos pediatricos especificos de PF y habitualmente las
personas mas implicadas en el trabajo con menores suelen formar parte de los
equipos generales integrados mayoritariamente por especialistas en
reproduccién. Hay que destacar que algunos centros, que ofrecen técnicas de PF
para adultas, no realizan ninguna para pacientes pediatricas. El Dr. Hamish
Wallace, oncdlogo pediatra en Edimburgo, es a nivel internacional la persona
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que lidera actualmente los temas relacionados con la PF en los nifios, nifias y
adolescentes con cancer.

= Actividad publicada de series de pacientes en los que se ha realizado CCO
que incluyen a pacientes menores

Resumimos la actividad de los equipos mas importantes en relacién a la
PF con CCO en nifas y adolescentes (fundamentalmente con céncer) que haya
sido publicada.

e  Grupo de Donnez (2010)

El grupo de Donnez en Bruselas, publicaba en 2010 su experiencia en
menores de 16 afios. Informaban de 58 pacientes sometidas a CCO desde el
2001 al 2009, con una edad media de 10,4 +4,4 aiios y 48 de ellas diagnosticadas
de un céncer ‘incluyendo 14 casos de LLA/LMA). La paciente mas pequefia de la
serie contaba sélo con 10 meses en el momento de la intervencién y 38 eran
prepuberes. Solamente 5 de ellas habian recibido QT previa, 3 por recurrencia.
Entre los 0 y 5 dias tras CCO iniciaron tratamiento antineopldsico. Aunque en la
mayoria se realizaron biopsias multiples de corteza ovarica, en 20 casos se
practicd una ooforectomia y en 4 ademas se asocié ooforopexia. De acuerdo a
los criterios propuestos por Wallace, 14 eran de bajo riesgo gonadotdéxico, 32 de
medio y 4 de alto, aunque 4 pacientes del primer grupo y 4 del segundo,
finalmente y dada la evolucién de la enfermedad finalmente quedaron en del
alto riesgo, destacando por parte de los autores la dificultad inicial para
seleccionar a las pacientes candidatas (Jadoul P 2010).

e  Grupo de Wallace (2014)

El equipo de Wallace y Anderson en Edimburgo publicaban en 2014,
una revision de su experiencia entre los afios 1996 y 2012 y evaluaban la
aplicacion de sus criterios de inclusion (Panel de Edimburgo). La gran mayoria
eran tumores sdélidos. Globalmente habian ofrecido CCO al 8% de las pacientes y
la habian realizado en 5%. En total CCO realizada a 20 pacientes, con edades
comprendidas entre 1,2y 16,4 aifios. Comparaban la prevalencia de FOP entre
aquellas a las que se les habia ofrecido y las que no (en el caso de que fueran
evaluables en ambos casos) y encontraban un 35% de FOP en las que se habia
ofrecido COP vs 1% en las que no, con un RR de FOP en aquellas en las que se
habia planteado de 56,8 (IC 95% 6,2-521,6) (Wallace WHB 2014).

e  Grupo de Poirot (2007)

El equipo de Poirot en Paris, publicaba en el 2007, su experiencia desde
2000 a 2005 en 49 pacientes prepuberes, incluyendo 20 casos de neuroblastoma
metastasico y 6 de neoplasias hematoldgicas. En todos las pacientes el riesgo
gonadotdxico era muy alto y en todos los casos las pacientes habian recibido QT
previa no/poco gonadotodxica. Realizaron ooforectomia completa en todas ellas.
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En la AP de 43 de ellas se observaba la presencia de FP con una fuerte
correlacion inversa entre el nimero de foliculos y la edad (Poirot CJ 2007).

e  Grupo de Revel (2009)

El equipo de Revel en Jerusalem, publicaba una serie de 19 pacientes
con una mediana de edad de 15 afios (rango 5-20). Asociaban la CCO a IVM
donde encontraron 129 ovocitos inmaduros en 17 casos, con un mediana de 9
(rango 0-37). Encontraron 7, 8 y 17 ovocitos inmaduros en 3 pacientes de 5, 8 y
10 afos respectivamente, obteniendo una tasa de maduracion global del 34%,
no influenciada por la edad. En la franja de 5-10 afos, en el 33% de las pacientes
se criopreservaron dichos ovocitos tras la maduracién. En todas realizaron
ooforectomia completa, con las premisas de alto riesgo gonadotdxico, pequefio
volumen ovédrico y no demostracion de empeoramiento de fertilidad en
pacientes con un solo ovario (Revel A 2009).

e  Grupo de Demesteree (2014)

El grupo de Demesteree en Bruselas, presenta en 2014, una serie de
225 pacientes sometidas a CCO, donde 45 de ellas (20%) eran prepuberes, con
rango de edades comprendidos entre 0,8 y 17 aios. De este grupo, el 58% de los
casos estaban diagnosticadas de enfermedades benignas hematoldgicas que
iban a requerir TPH y el 27% de los casos eran pacientes con LA.En la serie no
encontraron diferencias en la densidad folicular entre las que habian recibido QT
previa y las que no. El seguimiento de las prepuberes, solo se describe en 13
casos (8 todavia en edad prepuber) y 10 de las mismas estaban diagnosticadas
de FOP.

e  Grupo de Feigin (2007)

Feigin, publica en 2007 una serie de 23 pacientes procedentes de Tel
Aviv, con una mediana de edad de 14 afios a las que se habia sometido a CCO
desde el afio 1998. En 11 casos habian llevado QT previa (Feigin E 2007).

4.3.3.2 Situacion actual a nivel nacional

La inquietud de los profesionales sanitarios dedicados a la OP de
nuestro pais por reducir o evitar al maximo los efectos secundarios derivados del
tratamiento oncoldgico es y ha sido en el pasado muy alta. En los ultimos afios
se han creado diversos grupos de trabajo con enfoque prioritario a este tema.

Desde el grupo de la Sociedad Espafiola de Oncologia Pediatrica
(SEHOP), el interés por el temade la fertilidad ha sido creciente y se comprueba
en la inclusién de este tema en muchos foros y congresos recientes. Tanto el
grupo especifico de efectos secundarios como el de reciente creacion de
adolescentes, han realizado encuestas a nivel de todos los centros integrantes
para: conocer la situacién de informacion e interés de los profesionales por el
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tema de la PF, analizar en qué proporcidn se realizan derivaciones de los
pacientes a centros especificos y con qué recursos se cuentan en las diferentes
comunidades autdonomas (resultados de la encuesta todavia no disponibles).

A dia de hoy, el principal escollo, es que a pesar de que los
profesionales y familias estdan muy sensibilizados con el tema son pocos los
hospitales que cuentan con los requisitos legales para realizar estos
procedimientos en pacientes menores (y tampoco en adultas).

En Espafia, a dia de hoy sdlo son 2 centros ‘en Comunidad Valenciana y
Catalufia) los que cuentan con técnicas de PF que incluyan a nifias en el ambito
de instituciones sanitarias y banco de tejidos publico, aunque sélo nuestro
hospital cuenta con un programa especificamente disefiado para pacientes
pediatricas y adolescentes.

La primera CCO llevada a cabo en Espafia fue realizada en El hospital
San Joan De Deu de Barcelona en afio 2000° Sin embargo, hasta el afio 2010 no
se consiguidé en Espaifia la primera gestacion mediante esta técnica llevada a
cabo en el Hospital Dr. Peset de Valencia de la mano de la Dra. Maria Sanchez
que inicio dicho programa en el afio 2005 convirtiéndose asi en el grupo pionero
en la técnica de CCO en nuestro pais y un referente a nivel internacional
(Sanchez M 2010) (Sanchez M 2007) (Sanchez M 2008). En 2008 se inicid el
Programa de PF en el Hospital La Fe y ambos se fusionaron un afio mas tarde,
convirtiéndose este ultimo centro, en la sede del Programa Valenciano de
Preservacion de Fertilidad.

El Programa Valenciano de Preservacion de Fertilidad compuesto por un
equipo multidisciplinar de ginecdlogos, pediatras, bidlogos y psicélogos, atiende
y asesora de manera individualizada a pacientes de la Comunidad Valenciana, asi
como de otras muchas regiones como Murcia, Castilla-La Mancha, Cantabria,
Navarra, Pais Vasco, Galicia, Madrid y Andalucia. Este programa ofrece todas las
alternativas de PF que existen en la actualidad, incorporando también desde
2012, la técnica de vitrificacion de ovocitos. A dia de hoy son 700 cortezas
ovdricas las que se encuentran criopreservadas, con rango de edades entre los 2
y 40 afios y con historia oncoldgica en la mayoria de ellas. Hasta la fecha se han
llevado a cabo un total 33 reimplantes en mujeres adultas los cuales han
resultado en 6 nifios nacidos hasta la fechay habiendo 3 embarazos en camino.

En el afio 2008 se cred en el mismo centro un programa de PF especifico para
pacientes pediatricas atendiendo a las particularidades bioldgicas, psicoldgicas,
sociales, éticas y legales que presentan, ampliandose en 2015 y por primera vez
en nuestro pais a nifios prepuberes con patologias oncoldgicas. El Programa de
PF para pacientes pediatricas se describe en la presente tesis doctoral, con el
objetivo de estandarizarlo en nifias y adolescentes con cancer a nivel nacional.
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5 HIPOTESIS

El establecimiento y la estandarizacion de un programa de preservacion
de fertilidad especifico para nifias y adolescentes con cdncer a nivel nacional,
puede realizarse en distintas etapas de la enfermedad y el tratamiento, con el
objetivo de mejorar muy significativamente la calidad de vida de las
supervivientes en la época adulta.

La definicion de los criterios de seleccion y homogeneizacién de: las
pruebas previas a la criopreservacion de corteza ovdrica, procedimiento
quirdrgico, manipulacién de las muestras y seguimiento de pacientes,
contribuird a mejorar el proceso en relacion a su seguridad y eficacia, al tratarse
de un procedimiento experimental y existir muy escasa experiencia en el campo
de la pediatria tanto a nivel nacional como internacional.

Los tratamientos oncoldgicos aplicados a las pacientes pediatricas con
leucemia aguda previos al trasplante de precursores hematopoyéticos, podrian
conllevar un dafo en el tejido ovarico y una pérdida de la poblaciéon de foliculos
primordiales, que hiciese replantear la cronologia de la criopreservacion ovarica
en este grupo de pacientes.
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6 OBIJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es la puesta en marcha y

estandarizacion a nivel nacional e internacional de un programa de PF especifico
para pacientes pediatricas y adolescentes con riesgo gonadotoxico y establecer
la cronologia mas adecuada de la CCO en pacientes con LA que vayan a recibir un

TPH.

10.

11.

12.

Los objetivos concretos son:
Adaptacion y estandarizacion de los protocolos de CCO ya establecidos
en pacientes adultas a pacientes pediatricas y adolescentes.

Disefiar una clasificacion de riesgo gonadotdxico para pacientes
pediatricas y adolescentes con cancer tratadas en nuestro pais.

Definir los criterios de seleccidon a nivel nacional para el planteamiento
de técnicas de FP.

Desarrollar circuito multidisciplinar previo a la realizacion de la CCO.

Establecer la técnica quirurgica éptima para la CCO vy las circunstancias
idéneas del procedimiento anestésico.

Estructurar la manipulacién y organizacién de muestras, asi como los
estudios necesarios para descartar presencia de células tumorales en
las mismas

Desarrollar un circuito de seguimiento de pacientes pediatricas
sometidas a CCO.

Determinar la prevalencia de FOP en un cohorte de pacientes
pediatricas sometidas a CCO.

Estudio estructural tejido ovarico tras la administracion de tratamiento
QT previo al TPH en pacientes con LA.

Evaluacidn del grado de activacién folicular del tejido ovarico mediante
el estudio de la expresion proteica y génica del FoxO3 tras la
administracion de tratamiento QT previo al TPH en pacientes con LA.

Estudio del dafio celular a nivel del estroma ovarico tras la
administracion de tratamiento QT previo al TPH en pacientes con LA.

Establecer con los datos obtenidos el momento idoneo de CCO en
pacientes pediatricas diagnosticadas de LA.
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7 MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se ha estructurado en 2 apartados diferenciados con
algunos aspectos comunes en cuanto a metodologia.

= la primera linea de trabajo, se trata de un estudio retrospectivo
descriptivo trasversal de todas las pacientes pedidtricas que han
formado parte del programa de PF.

= La segunda linea de trabajo consiste en un estudio observacional de
casos y controles en un subgrupo de las propias pacientes incluidas en
el programa de PF.

La realizacion de este trabajo fue aprobado por el comité ético de
Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia. El lugar de realizacién ha
sido el mismo centro. Todos los padres o responsables legales de las pacientes
fueron informados de las caracteristicas del programa vy firmaron un
consentimiento informado para participar voluntariamente en el mismo. Las
pacientes mayores de 12 afos, al tratarse de un procedimiento considerado
experimental firmaron ellas junto con sus padres el consentimiento.

La puesta en marcha del programa fue inicialmente financiada (2008-
2010) por la Fundacién de Investigacién La Fe a través de una beca contrato
post-Mir (Bancaja) adjudicada a la doctoranda.

7.4 Programa de preservacion de fertilidad en
ninas y adolescentes con cancer

7.4.1 Pacientes

Revisidn de base de datos e historia clinica de pacientes de la Unidad de
OP del Hospital Universitario y Politécnico La Fe que han sido sometidas a CCO
como método de PF. Las pacientes podian haber sido diagnosticadas y tratadas
en el propio centro o bien en otros hospitales y ser remitidas para este
procedimiento.

7.4.1.1 Criterios de inclusion

=  Pacientes mayores de 2 aflos y menores de 15 afios (mayores de 15
anos, quedan incluidas en el programa de PF de adultas del propio
hospital)

= Diagnosticadas de una neoplasia o enfermedad hematoldgica cuyo
tratamiento curativo se considera de elevado riesgo gonadotoxico:
mayor al 50% segun nuestra propuesta de clasificacidn, es decir alto
riesgo (AR) (>80%) o riesgo intermedio- riesgo alto (RI-RA) (50-80%).
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= Diagnosticadas de una neoplasia o enfermedad hematoldgica cuyo
tratamiento curativo se considera de riesgo bajo- riesgo intermedio (RI-
RB) (20-50%) segln nuestra propuesta pero con algun condicionante
adicional (edad, interés familiar)

= Clinicamente estables

= Que no hayan recibido QT considerada gonadotdxica o en el caso de
haberla recibido que fuera a bajas dosis.

=  Pacientes con una expectativa de supervivencia razonable o que al
menos la intencidn de tratamiento de primera linea sea curativa

En total y en el periodo estudiado (octubre 2008-agosto 2015) han sido
incluidas 51 pacientes.

7.4.1.2 Clasificacidon Riesgo Gonadotoxico

Especificamos a continuacién la clasificacion actualizada de riesgo
gonadotdxico propuesta por WHB Wallace (2015) (Figura 22) y posteriormente
nuestra propuesta para nifias y adolescentes de nuestro pais.

Figura 22 : Riesgo Gonadotoxicidad segun Wallace (Actualizado 2015) en Diagndésticos
Oncoldgicos Pediatricos

Toov Lisk: Wlsditim Fisle

Extraido de: WHB Wallace. Oncofertility: State of the art for young people with
cancer. Conference Paper. Bruselas (2015)

En base a toda la bibliografia revisada antes del inicio del programa y
durante la ejecucion del mismo, la clasificacién propuesta por Wallace, asi como
el andlisis en profundidad de los diferentes protocolos nacionales e
internacionales utilizados en este momento en nuestro pais (suma de dosis por
citostaticos, RT con dosis y localizacion), se propone la siguiente clasificacién de
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riesgo gonadotdxico para nifas y adolescentes con cancer y los diagndsticos que
los cumplirian (Tabla 7):

=  Riesgo Bajo (RB) (<20 % de posibilidades de gonadotoxicidad)
=  Riesgo Bajo-Intermedio (RB-RI) (entre 20-50%)
=  Riesgo Intermedio-Alto (RIRA) (entre 50-80%)

=  Riesgo Alto (RA) (>80%)

Tabla 7 : Clasificacidn Valencia 2015 de riesgo gonadotoxico de nifas y adolescentes con
cancer

BAJO BAJO:INTERMEDIO | INTERMEDIO-ALTO | ALTO

<20% 20-50% 50-80% >80%

LLA NO TPH OSTEOSARCOMA OSTEOSARCOMA ICT

LOCALIZADO METASTASICO
LMA NO TPH TPH CON TPH CON
MELFALAN BUSULFAN

LNH TPH CON TIOTEPA
CUALQUIER TUMOR
CON INDICACION
RT PELVICA O
ABDOMINAL TOTAL

LH SIN LH CON

PROCARBACINA O PROCARBACINA

CON GRUPOS 2-3

PROCARBACINA

GRUPO 1

SARCOMAS PB BAJO | SARCOMA PB ALTO | SARCOMA DE PB

RIESGO Y RIESGO

RIESGOY MUY ALTO

METASTASICO

ESTANDAR RIESGO
TUMOR WILMS SARCOMA EWING SARCOMA EWING
GRUPO 1 GRUPOS 2-5

NEUROBLASTOMA | NEUROBLASTOMA NEUROBLASTOMA

BAJO RIESGO RIESGO ALTO RIESGO
INTERMEDIO

TUMOR CEREBRAL TUMOR CEREBRAL

TRATADO SOLO CON RT > 24 GY

CON CIRUGIA O

CON RT < 24 GY

RETINOBLASTOMA | HEPATOBLASTOMA

TUMOR CELULAS TUMOR CELULAS

GERMINALES GERMINALES

EXTRAGONADAL GONADAL

SIN RT o RT < 24 GY
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Los protocolos en los que se ha basado la clasificacion son: LLA (SHOP-
PETHEMA 2013); LMA (SHOP 2007); Sarcoma de Ewing (SEOP 2001);
Enfermedad de Hodgkin (EURONET); Sarcomas de PB rabdomiosarcomas y no
rabdomiosarcomas (EpSSG RMS 2005- NRST 2005); Tumor de células germinales
(SIOP CNS GTC II); Osteosarcoma (SEHOP 2010); Tumor de Wilms (SIOP 2001);
Neuroblastoma (SIOPEN para Neuroblastoma de riesgo bajo, intermedio y HR-
NBL); Hepatoblastoma (SIOPEL 6).

7.4.2 Métodos

7.4.2.1 Circuito multidisciplinar previo al procedimiento

(Figura 23)
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Figura 23 : Circuito multidisciplinar previo a CCO
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=  Primera etapa

Ante una nueva paciente con criterios de inclusidon en el programa, se
inicia en el servicio de OP del hospital, un circuito de informacién, coordinacion y
ejecucién del procedimiento.

En el mismo dia del conocimiento del caso, las caracteristicas de la
paciente y de su posible tratamiento se comentan y debaten en la sesién diaria
multidisciplinar de OP. La indicacién del procedimiento, asi como la urgencia de
inicio de tratamiento son valoradas, individualizando cada caso (ver criterios de
inclusion + clasificacién riesgo). En ocasionesdicho debate puede ser trasladado
al comité multidisciplinar de OP (frecuencia de reunién semanal) al conocerse los
detalles del diagndstico y estadio en ese momento.

Habitualmente se programa la CCO previamente al inicio de cualquier
tratamiento en el caso de tumores sélidos, valorando su indicacion o no en el
caso de que sean pacientes que hayan recibido algun tipo de QT con
anterioridad. En el caso de neoplasias hematoldgicas, se programa CCO para
realizarse previo al TPH y en la mayoria de los casos con colocacion simultanea
de CVC tipo Hickman. (Figura 24)

Figura 24 : Esquema cronologia CCO en el caso de los tumores sélidos o leucemias
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La presencia en las sesiones de OP de la psicéloga de la unidad, que
conoce o va a conocer al paciente y su familia, permite la adecuada valoracion
del caso ante ofrecimiento de una técnica experimental.

=  Segunda etapa

Tras valoracién favorable de su inclusién en el programa de PF se
procede a informacidon de la paciente y su familia, asi como entrega de
documentacién informativa. La informaciéon sobre la aparicién de posibles
efectos gonadotoxicos a largo plazo y el ofrecimiento de CCO, se realiza
preferiblemente en un momento distintoy posterior al del diagndstico inicial,
con la intencién de favorecer una mejor asimilacion de la nueva situacion.
Habitualmente se realiza pasadas 24 horas de la informacién inicial. En la
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mayoria de los casos la informaciéon completa se proporciona por la doctoranda
como parte del equipo de adjuntos de OP o por otros médicos adjuntos del
servicio tras formacion.

Se ofrece a los pacientes y sus familias un periodo de reflexién para
poder decidir adecuadamente sobre el procedimiento, asi como un segundo
momento de informacidon para poder resolver las dudas que hayan podido
surgir. El tiempo de reflexiéon depende de la urgencia por iniciar el tratamientoy
puede oscilar entre 12 horas y hasta 1 semana. Se ofrece posibilidad de
asesoramiento psicoldgico especifico.

= Tercera etapa

En caso de que los padres/responsables legales acepten la inclusion de
su hija en el programa de PF, se procede a la firma del Cl, donde las mayores de
12 afios asienten y consienten también el procedimiento. En el Cl queda
especificado la posibilidad de utilizacion de una muestra para investigacion.
Queda igualmente reflejado el deseo de la paciente y su familia de utilizacion del
tejido en el futuro si por alguna circunstancia no fuera posible su uso clinico
personal, siendo las opciones existentes: destruccion de la muestra o utilizacién
para proyectos de investigacion. Se firma adicionalmente consentimiento para
conservacion de CCO en BTCV.

= Cuarta etapa

Tras la firma de Cl se procede a activar circuito de ejecucidén. Se
contacta con equipo de cirugia infantil especialistas en OP para programacién en
quiréfano de la laparoscopia y decidir si hay necesidad de procedimientos
asociados: colocacion de CVC, PL, AMO, BMO, intervencion del tumor, otras
biopsias, etc. Se solicita también valoracidn por el servicio de anestesia infantil y
se firman ambos CI.

Se programan entonces pruebas analiticas y ecograficas (ver 8.4.2.3 y
8.4.2.4) para hacer durante el mismo ingreso o programar de acuerdo con la
fecha de CCO.

=  Quinta etapa

Se contacta y se informa del caso al equipo de reproduccién del hospital
para que, en determinadas ocasiones, realicen valoracion clinica y ecografica
previa a la cirugia (caso de las pacientes puberales, proximas al punto de corte
del programa) y para que conozcan el caso de cara a un futuro seguimiento a
medio-largo plazo en consultas externas.

Se contacta con el equipo de bidlogos de reproduccidn encargados de la

manipulacion y procesamiento del tejido ovarico para confirmar su
disponibilidad en el dia del quiréfano asignado.
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Se contacta con BTCV para comunicar fecha de llegada del tejido para
crioconservacién y almacenamiento.

7.4.2.1.1 Adaptacion del esquema a pacientes de otros hospitales

En el caso de pacientes de OTROS HOSPITALES, se realizan por igual
todos los pasos, afiadiendo un contacto previo del médico responsable de la
paciente con el coordinador del programa PF (habitualmente por teléfono) para
comentar/confirmar indicacion, valorar posibles fechas de quiréfano, necesidad
de procedimientos asociados e inicio de tratamiento posterior.

Los médicos responsables realizan una primera informaciéon en los
hospitales de origen y en el caso de estar la familia interesada se complementa
de una forma mas extensa y detallada en consultas externas del Hospital La FE,
habitualmente 24 horas antes de la fecha de CCO, con la intencién de que los
desplazamientos de la familia sean minimos. La informacidn se proporciona en la
mayoria de casos por la doctoranda o por personal entrenado de la unidad de
OP. En ocasiones se ha realizado una informacién conjunta con los médicos del
servicio de reproduccién, sobre todo en aquellas pacientes en edad limite
pediatrica-adulta.

En las pacientes de otros hospitales se realiza en esa misma mafiana,
valoracién por parte de cirugia pediatrica y anestesia, examen fisico y pruebas
complementarias (ver 8.4.2.3y 8.4.2.4).

En estos casos, para poder incluir a una paciente en el programa de PF,
previamente el médico responsable ha realizado derivacion reglada a nuestro
centro con la documentacién necesaria dependiendo de si pertenece a la misma
comunidad auténoma o no.

7.4.2.2 Examen clinico de los pacientes

Todas las pacientes incluidas en el programa de PF se valoran el equipo
médico de OP. Se realiza anamnesis detallada de los antecedentes fisioldgicos y
patoldgicos, asi como de los familiares. En las nifias que han tenido la menarquia
se pregunta por la historia menstrual: edad aparicidon, regularidad de los ciclos y
duracion de la menstruacion.

Se realiza una exploracién fisica (EF) con especial atencion al momento
madurativo. Se determina el estadio puberal del paciente de acuerdo con la
clasificacion de Tanner (ver valoracidon gonadal en antecedentes) objetivando el
desarrollo mamario y vello pubiano. Se considera prepluber aquellas con
desarrollo mamario estadio | (S1) y puber a partir de la apariciéon de botdén
mamario (S2).
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7.4.2.3 Determinaciones analiticas hormonales

Cada paciente del programa se somete a una extraccién analitica previa
a la realizacion de CCO con el objetivo de conocer la situacion hormonal de la
paciente previa a la intervencién. En la mayoria de casos se aprovecha la
extraccion para determinaciones analiticas que podian quedar pendientes
lserologia virica, hemograma y pruebas de coagulacién, etc.)

Las determinaciones hormonales basicas incluyen: FSH, LH, Estradiol y
AMH.

Se detallan a continuacion las caracteristicas de dichas
determinaciones en el laboratorio de nuestro hospital (Tabla 8):

Tabla 8: Determinaciones hormonales Hospital La FE

COEFICIENTES | COEFICIENTES
LIMITE DE VARIACION VARIACION

PLATAFORMA METABOLITO DETECCION | INTRA- INTER-
ENSAYO ENSAYO

Genll AMH Assay

(Beckman Coulter, AMH 0.08 ng/mL | <6% <10%

CA, USA)

Architect analyzer

(Abbott Diagnostics, | FSH 0.05 1U/L 3% 4%

Madrid, Spain)

Architect analyzer

(Abbott Diagnostics, | LH 0.07 IU/L 2% 3%

Madrid, Spain)

Architect analyzer

(Abbott Diagnostics, | E2 <10 pg/mL 4,6% 5%

Madrid, Spain)

7.4.2.4 Ecografia pélvica

A todas las pacientes se les realiza una ecografia pélvica transabdominal
antes del procedimiento, generalmente 24 horas antes del mismo. El ecégrafo
utilizado es un equipo SIEMENS ACUSON S 2000 con sondas 9-4 MHZ Lineal y 6-
2MHz Curved. Se practica medicién del volumen de los ovarios, con busqueda de
la presencia de foliculos antrales. La ecografia se realiza con la vejiga urinaria
llena, indicando a las pacientes bebida de liquidos y retencién urinaria voluntaria
antes de su realizacién. El calculo del volumen de los ovarios lo realiza el
software de la maquina de forma automatica : (D1 x D2 x D3) x 0,5233, en la que
D1, D2 y D3 son los diametros maximos longitudinal, anteroposterior y
transverso. Se mide el didmetro maximo de los foliculos en ambos anexos en el
plano de mayor visibilidad.
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Al inicio del programa, la ecografia se realizaba por el equipo de
reproduccién. Conforme se incluyeron pacientes cada vez mas pequefas, se
decidio que la exploraciéon fuera realizada por el equipo de radiologia pediatrica
en primera instancia y el equipo de reproduccién en casos especificos.

7.4.2.5 Circuito multidisciplinar durante el procedimiento de la
CCO y tras su realizacion

(Figura 25 : Circuito multidisciplinar en el dia de CCOFigura 25)

Figura 25 : Circuito multidisciplinar en el dia de CCO

Decisién final
cantidad tejido
extraer
- Volumen . S Laparoscopia  |[EELLLLH > Manipu[a(ién muestra
. Riesgo gonadotéxico . =
Procedimientos - Envio de muestras
Contacto con Banco Asociados : AP/Hematologia
Tejidos CV . Preparacién
: muestra BTCV

Transporte

Banco de Tejidos

Controles CALIDAD
Comunidad Valencia SRS

Procesamiento

Alicuotas uso clinico

- e ongelacid
Fragmento investigacién Congelacion

I'I<I <I .

=  Primera etapa

En el dia de la CCO se contacta de nuevo con el Banco de Tejidos de la
Comunidad Valenciana para informar de hora aproximada de llegada de la CCO.

Durante el procedimiento, ante la visualizacién directa de los ovarios,
con la informacién complementaria de la ecografia y el calculo de riesgo
gonadotdxico de la paciente, se consensua la cantidad de tejido ovarico a
extraer.
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= Segunda etapa

La extraccién de tejido ovarico se realiza mediante cirugia laparoscépica
siguiendo protocolos previamente publicados (Sanchez M 2007), adaptados a
pacientes pediatricas (Sanchis G 2011). Se utiliza habitualmente un trécar
umbilical de 10 mm y dos trécares de 5 mm colocados en los cuadrantes
inferiores derecho e izquierdo. El programa actual pediatrico considera la
ooforectomia parcial como técnica quirdrgica de eleccion. Mediante tijeras de
corte frio se secciona un bloque de corteza ovarica, aproximadamente el 50%
del total. La hemostasia con electrocoagulacion se limita a la zona medularEn
todos los casos, el tejido se extrae con una bolsa laparoscdpica y se transfiere al
especialista en reproduccidn para su inmediata manipulacién.

=  Tercera etapa

El fragmento de CO se deposita en medio de cultivo M199, que contiene
seroalbumina humana 5% y dimetilsulféoxido (DMSO) al 10% (Sigma, St Louis,
Estados Unidos) tal y como se ha publicado previamente (Herraiz S 2014). La
manipulacién de las muestras se realiza en una campana de flujo laminar en
condiciones de esterilidad y sobre un bloque de hielo, donde se procede a
separar la médula ovarica de la corteza. Con la ayuda de un bisturi vol 22 se
elimina cualquier resto de tejido necroético, cuerpo liteo y sanguineo y se
procede a su raspado hasta conseguir un espesor de 1 mm para su 6ptima
criopreservacién y divisién fragmentos habituales de 5 x 5 x 1 mm). Dado el
pequeiio tamafio de los ovarios prepuberes, el tejido extraido es muy escaso,
por lo que su manipulacién y fraccionamiento es realizado por personal
altamente especializado (Figura 26).

En el caso de los tumores sélidos:

= Uno de los fragmentos de CO se remite al servicio de AP para su estudio
histoldgico. Este fragmento se ha utilizado para el estudio IHQ y de
activacion folicular en pacientes seleccionadas (ver estudio de casos y
controles)

= Elresto de la CO extraida se fracciona y coloca en tubos con medio M199
que garantiza su viabilidad durante el periodo de isquemia. En uno de los
tubos se indica que contiene un fragmento extra de investigacion que se
procesara junto con el resto del tejido en el BTCV. En caso de contar con
escaso tejido para futuro uso clinico, no se guarda este fragmento.

En el caso de las neoplasias hematolédgicas:

= Ademas de lo anteriormente descrito, se afiade un fragmento de estudio
para laboratorio de biologia molecular/hematologia.

-125-



:: METODOLOGIA

Figura 26 : Resumen procesamiento muestra tejido ovarico una vez extraida

TEJIDO OVARICO
fragmento extra

5 T Fragmento
investigacién en s ovticn AP IHQ

Uso clinico 90%

= Cuarta etapa

El transporte se verifica en condiciones que garanticen una temperatura
de 22° C (si se utilizan unidades refrigerantes no se sitlan en contacto directo
con el frasco que contiene el tejido).

=  Quinta etapa

Una vez en el BTCV se procede a su procesamiento con las diferentes
solucionadas estandarizadas (medio nutriente con DMSQO) para posterior

congelacidn. Se utilizan bolsas de etil vinil acetato (Cryocyte, Baxter Healthcare,
Deerfield, IL, USA) que son almacenadas en nitrégeno liquido a -1969. El método
actualmente utilizado en el BTCV es de congelacion lenta: 0,32C/min,
conseguido con la utilizacién de congeladores programables.

Se realizan los pertinente controles de calidad: comprobaciones
microbioldgicos (bacterias aerobias, anaerobias y hongos) de la soluciéon de
trasporte del tejido y de aquélla que va a servir para su criopreservacion.
Cualquier resultado de cultivo positivo o bien una alteracién seroldgica, se
informa al especialista responsable del paciente.

7.4.2.6 Programacion seguimiento de las pacientes

Todas las pacientes son incluidas en programa de seguimiento, que
dependiendo de las circunstancias individuales de cada una (especialmente la
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edad, situacién de enfermedad y riesgo de FOP) puede realizarse inicialmente
por parte de oncologia pediatrica y posterior derivacién a los servicios de
endocrino infantil o reproduccién, o derivaciéon inmediata tras finalizar el
tratamiento oncoldgico a uno de estos 2 servicios (o a ambos) (Figura 27).

En el seguimiento clinico se presta especial atencion al desarrollo
puberal y patrén de crecimiento. Se recaba informacidn especifica sobre
menarquia y caracteristicas de las menstruaciones en el caso de estar presentes.
Se debe preguntar explicitamente por sintomas de FOP

El seguimiento analitico hormonal, habitualmente es pautado por los
servicios de endocrino y reproduccién (incluyendo FSH/LH y estradiol en todos
los casos y AMH en los hospitales disponibles), asi como los controles de imagen
pertinentes (ecografia pélvica para valoraciéon de volumen uterino-ovarico y
RFA). La frecuencia de dichos controles vendra determinada también por la
edad, situacion de enfermedad y riesgo de fallo ovarico, ya que se trata de
pacientes altamente complejas, con frecuentes visitas al hospital en la mayoria
de casos, y con posibilidad de aparicion de recaidas (incluso fallecimientos) en los
siguientes afos a la realizacion de la CCO.

Figura 27 : Resumen seguimiento pacientes pediatricas y adolescentes sometidas a CCO

oP Endocrino Gine / Repro

Patron crecimiento Analitica Hormonal

Desarrollo puberal Gllalii Ll
5

H2 menstrual ECO Ovarica
Sint FOP (vol /RFA)

Se muestra a continuacion la propuesta de seguimiento que se entrega
a pacientes adultas en nuestro centro y que puede servir de orientacién para
pacientes pediatricas (

Figura 28).
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Figura 28: Propuesta seguimiento pacientes una vez realizada CCO

e Alos 3, 6, 12 y 24 meses:

o » Un control de reserva ovarica: determinacion hormonal en 2-4 dia de regla, si es que la
conserva, o en cualquier dia en ausencia de ella. Se solicitaran las siguientes determinaciones:
FSH, LH, PRL, AMH, estradiol.

= Una ecografia en la cual se medird el volumen ovarico y se contara el nimero de foliculos
antrales.

7.4.3 Analisis descriptivo-estadistico

Se ha recogido toda la informacién en base de datos ACCESS 2007 Se
han realizado los calculos estadisticos con programa Excel 2007 y SPSS Statistics
version 20.0.

Se describen la mayoria de variables como mediana y rango
intercuartilico (IQR), especificando en algunos casos los valores maximos vy
minimos por considerarse de alto valor informativo en el trabajo propuesto
dados los escasas series publicadas con inclusion de pacientes pediatricas.

7.5 Efecto de la administracion de QT sobre
tejido ovarico en pacientes pediatricas con
Leucemia Aguda

7.5.1 Pacientes

Los estudios realizados en pacientes humanos y la recogida de muestras
se llevd a cabo en conformidad con las normas del cédigo de Nuremberg,
declaraciones de Helsinki (1964), Tokio (1975), Venecia (1983), Hongkong
(1989), Sydney y complementarias, directiva 91/507/CE, R.D. 561/1993,
convenio de Bioética del Consejo de Europa (BOE 20-10-99), y cédigo de Etica y
deontologia médicas vigente

En la segunda parte de esta tesis se ha pretendido estudiar la situacién
del tejido ovérico extraido durante la CCO en pacientes con LA y las
consecuencias que puede tener la administraciéon de QT previa. La intencién es
adecuar la cronologia de la CCO en estas pacientes en funcién de dichos
resultados.

Se ha realizado un estudio observacional de casos y controles dentro de
las pacientes incluidas en el programa. Se distinguen 4 grupos de estudio en

-128 -



:: METODOLOGIA

funcion del desarrollo puberal y si habian recibido o no QT previa a la realizacién
de la CCO

Grupo Prepuberes (GPre): Pacientes prepuberes diagnosticadas de LA
con protocolo QT previa al procedimiento de CCO (n=14)

Grupo Control Prepuberes (GCPre): Pacientes prepuberes incluidas en
el PPF que no habian recibido ningun tipo de tratamiento gonadotdxico
previamente al procedimiento de CCO (n=5).

Grupo Puberes (GP): Pacientes puberes diagnosticadas de LA con
protocolo QT previa al procedimiento de CCO (n=8).

Grupo Control Puberes (GCP): Pacientes puberes incluidas en el PPF
que no habian recibido ninglin tipo de tratamiento gonadotodxico
previamente al procedimiento de CCO (n=5).

Los diagnodsticos de base, edad en el momento CCO, desarrollo puberal,
analitica hormonal previa, asi como QT administrada relacionada con
gonadotoxicidad,se desglosan en la tabla 8:
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Tabla 9: caracteristicas de las pacientes pertenecientes a los grupos de estudio

GPre

GP

GCPre

GCP

© 00 N o uu B W N R

e e e T e
A W N N O OB, O

18

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
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LLA
LLA
LLA
LLA
LLA
LLA
LLA
LLA
LLA
LLA
LLA
LMA
LMA
LMA
LLA
LLA
LLA

LMA

LMA
LMA
LMA
LMA
MEDULO
EWING
SMD
SMD
SMD
SMD
TCG
EGC
EH
EWING

Edad en
la cCO
(afos)
2,8
7,4
3,9
9,4
7,3
6,2
10,4
7,5
3,3
3,8
5,2
5,4
8,1
8,5
10,3
12,6
16,1

12,7

12,7
13,4
15,2
13,6
8,6

10,2
9,6

10,5
13,3
13,4
10,2
11,8
14,7
13,3

Desarrollo
puberal

Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Puber

Puber

Paber
Paber

Puber
Puber
Puber
Puber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Prepuber
Puber
Puber
Puber
Puber
Puber

Paber

AMH
Previa
ng/mL
3,56
9,56
7

4
15,9

16

0,08
0,08

7.3
1,6

151,2
0,08
0,6
0,6
74,1
10,1

23,3
13

40,1
25,9
15,7

18,9

FSH/LH
previas
uy/I
5,3/0,1
2,4/0,1
1/0,1
4,2/0,3
2,3/0,1
0,3/0,1
2/0,1
3,2/0,1
1/0,1
3,7/0,1
3,2/0,1
4,1/0,1
2,7/0,2
0,7/0,1
2,6/0
6,2/3,3
4,7/8,5

144,8/4
6,3

4,5/8,8
0,7/0,5
2,4/0,3
20/7,4
0,2/0

4,4/0,4
3,6/0,9
2,3/0,2
1,3/0,7
5,2/7,8

6,6/4,4
2,9/1,1
6/2,3

Dosis de
CFM
previa
mg/m?
2000
3000
3000
4000
4000
3000
4000
4000
4000
6000
4000

8950
4000
5000

Otras QT
previos
Ara-C
mg/m?
12000
12000
12000
12000
12000
10750
16000
16000
16000
13000
12000
15000
15000
25000
5000
16000
12000

15000

15000
15000
9000
9000
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7.5.2 Métodos

7.5.2.1 Protocolo de extraccion de tejido ovarico
Ver apartado 4.1.2.5 (segunda y tercera etapa)

El fragmento remitido a AP (fragmento de CO de localizaciéon aleatoria vy
habitualmente de 10x40 mm) ha sido posteriormente cedido para los diferentes
estudios de este proyecto

7.5.2.2 Analisis del tejido
7.5.2.2.1 Estudios histolégicos

Cada una de las muestras fue analizada mediante microscopia dptica
siguiendo el protocolo que se describe a continuacion:

=  Fijacién

Este proceso se refiere al tratamiento del tejido con sustancias
guimicas, de manera que se mantienen las células estructuralmente intactas.
Esto se logra al inactivar ciertas enzimas celulares que de otra manera iniciarian
la autolisis y llevarian a la degeneracién post-mortem. La fijacion mantiene las
estructuras al estimular la formacién de enlaces cruzados entre las proteinas. Las
muestras fueron fijadas en formaldehido al 4% (GIBCO, Paisley, Strathclyde,
Reino Unido).

= Lavado

Es necesaria la eliminacion del exceso del fijador para evitar una
posterior interferencia quimica en el proceso de inclusion. Los medios de
inclusion utilizados son hidréfobos y precisan de la eliminacion del agua del
tejido, por ello, se realizé una deshidratacion del tejido con etanol. Debido a que
una gran parte del tejido esta constituido por agua, se aplicé una serie gradual
de soluciones acuosas de menor a mayor grado del agente deshidratante. Este
paso se realizd de forma gradual ya que si se somete directamente el tejido a
soluciones de etanol absoluto, éste se deformaria debido a que el agua tisular
saldria muy rapidamente de la muestra.

Por lo tanto, se procedio a la deshidratacion de las muestras en alcohol
de gradacién decreciente (50, 70, 80, 90%) y finalmente se sumergieron en 3
pases de alcohol absoluto (Panreac, Barcelona, Espaia).

=  Aclaramiento o diafanizacion

Una vez deshidratado el tejido, se pasa a una solucidon de una sustancia
que es miscible tanto con el alcohol como con el medio de inclusidn a utilizar. La
sustancia comunmente utilizada es el xileno o xilol. Este proceso se llama
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aclaramiento ya que el tejido se torna transparente o claro en el xileno, esto se
debe a que cambia su indice de refraccion. Una vez deshidratadas las muestras,
se aclararon mediante pasos sucesivos en xilol (Panreac, Barcelona, Espafia) para
extraer el agente deshidratante.

=  Inclusion

Por lo general, los tejidos son estructuras blandas y fragiles, incluso
después de la fijacion. Previo a la obtencion de los cortes, es necesario incluirlos
en un medio de soporte. En estado liquido, estos medios tienen la capacidad de
penetrar y rodear el tejido, de esta forma se puede producir el endurecimiento
(por enfriamiento o por polimerizacién), para formar un bloque sélido que
pueda ser cortado facilmente en el microtomo. Las muestras fueron depositadas
individualmente en recipientes con parafina fundida a 602C y se dejaron en las
estufa durante 1 h a 602C para que el xilol se evaporase y los espacios
anteriormente ocupados por éste fuesen ocupados por la parafina. Este paso se
repitié una vez mds para eliminar la mayor cantidad de xilol posible de cada
muestra. Después se colocaron las piezas en parafina fundida en un molde de
metal rectangular, orientadas de forma adecuada y se dejaron solidificar a TA.

= Corte

El bloque de parafina con el tejido se puede cortar en secciones lo
suficientemente delgadas como para permitir el paso de la luz. La mayor
parte de los preparados para microscopia Optica tienen un grosor de 4
pm. Una vez obtenidos los bloques de parafina con cada una de las
muestras, se realizaron cortes de 4 um de espesor. Para la obtencién de
estos cortes se utilizd el microtomo (Microm GMBH, tipe HM310,
Walldorf, Alemania) con cuchillas de acero. Estos cortes se depositaron
en un bafio termostatizado a 372C para eliminar las arrugas y pliegues
debidos al corte. A continuacidon fueron recogidos con portaobjetos
SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser (Thermo Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos) para mejorar la adherencia de los mismos. Finalmente
los cortes fueron guardados en una estufa a 372C durante 48-72 horas
para mejorar su secado y adhesion final.

= Tincién y Montaje

La tincidn de los elementos estructurales de los tejidos especifica y de
manera diferencial es indispensable para optimizar su visualizacién.

Las muestras fueron desparafinadas durante 1 hora en estufa a 602C, a
continuacidn los portaobjetos se colocaron en cestillas de tincién y fueron
sumergidos en xilol durante 5 minutos para terminar de eliminar los restos de
parafina, repitiendo este paso 4 veces. Posteriormente las muestras se
rehidrataron con concentraciones decrecientes de alcohol (90, 80, 70, 50%)
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hasta llegar a agua destilada, procediéndose seguidamente a la tincidn:
Hematoxilina de Harris (Sigma, St Louis, Estados Unidos) previamente filtrada 15
minutos, lavado en agua corriente 5 minutos, lavado en agua corriente 10
minutos y Eosina alcohdlica (Sigma, St Louis, Estados Unidos) previamente
filtrada 5 minutos. Tras la tincidn, las muestras fueron deshidratadas con
concentraciones crecientes de alcohol (50, 70, 80, 90, 100%) hasta llegar a xilol
donde permanecieron durante 6 minutos.

Posteriormente las muestras fueron montadas de forma permanente
con cubreobjetos con una base de pegamento (Eukitt, Kinder GmbH & Co,
Freiburg, Alemania) como soporte para el mismo. Las muestras fueron
guardadas a TA hasta su posterior analisis mediante microscopia dptica.

7.5.2.2.2  Estudios inmunohistoquimicos

El método de IHQ consiste en una inmunotincién con el método
avidina-biotina. Esta técnica se basa en la determinacién de la expresién
de una proteina de superficie celular utilizando un anticuerpo especifico
contra esa proteina. A continuacién se utiliza un anticuerpo secundario
contra el anticuerpo especifico, que bien podra estar biotinilado o bien
estar unido a un fluorocromo que permita su posterior deteccién. En el
caso de utilizar un anticuerpo unido a biotina se afiade posteriormente el
complejo avidina-peroxidasa, que al reaccionar con su sustrato dard
color, mas o menos intenso en funcién de la expresién de la proteina.
Como anticuerpos primarios se utilizaron el Anticuerpo Fox03 (Cell
Signaling) para cuantificar la extrusién nuclear de FoxO3 como indicador
de la activacién folicular ( (John GB 2008).

Las muestras utilizadas para los estudios inmunohistoquimicos fueron
las mismas que las manipuladas en los estudios histopatoldgicos. Por lo tanto, el
procesamiento de las muestras es el mismo que el detallado anteriormente en el
apartado de “estudios histopatoldgicos”. Se hicieron cortes de 4 um que se
montaron sobre portas de vidrio tratados (Portaobjeto para adhesion,
SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser, (Thermo Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos) para evitar la pérdida de muestra durante el protocolo de
inmunohistoquimica. De cada una de las muestras de estudio se obtuvieron 4
cortes seriados de 4 um con el fin de analizar la expresion proteica de FoxO3.

Los cortes fueron desparafinados mediante incubacidon a 609C
durante 1h y cuatro bafos de xileno de 5 min cada uno. A continuacion
los cortes fueron rehidratados mediante inversion en etanol a
concentraciones decrecientes. Tras un lavado con agua para eliminar los
restos de etanol, se llevd a cabo el desenmascaramiento antigénico con
un autoclave, sometiendo los cortes durante 3 min a 1202C, 1,5 Atm en
Tampodn Citrato pH6 para romper los puentes disulfuro que se formaron
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al calentar a 602C las muestras fijadas en formol y facilitar el paso del
anticuerpo. Posteriormente, las secciones se incubaron con peréxido de
hidrégeno (DAKO Corp., Barcelona, Espafia) al 3% durante 10 minutos a
TA para eliminar la actividad peroxidasa enddgena. Seguidamente las
muestras se incubaron, durante 1 horay a TA en cdmara humeda, con El
anticuerpo Fox03 a (Cell Signaling Technology, Inc. Danvers, MA, USA), a
una dilucidn de 1:150. Como control negativo se utilizdé PBS
substituyendo asi al anticuerpo primario. Como control positivo se
utilizaron cortes de tumor de cancer de mama. Tras una incubacién con
el anticuerpo primario, las muestras se incubaron con el kit ENVISION
(DAKO Corp., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos. Finalmente, se
empled una disolucidn con un sustrato cromdégeno de peroxidasa
durante 5 min. Entre cada incubacion los tejidos fueron lavados tres
veces con PBS. La contra-tincidn se realizé con hematoxilina de Mayer y
las secciones se montaron con cubreobjetos con una base de pegamento
(Eukitt, Kindler GmbH, Freiburg, Alemania) como soporte para el mismo,
de este modo las muestras pudieron ser guardadas a TA hasta su
posterior fotografiado. Las muestras fueron analizadas bajo microscopio
Optico (LEICA DM4000B; Leica, Solms, Alemania) con sistema digital de
captacién de imagenes (LEICA DFC450C; Leica, Solms, Alemania). La
observacién de un marcaje especifico del anticuerpo a nivel folicular se
consideré como positivo para la expresidon proteica FoxO3 a nivel de
citoplasma o células de la granulasa (extrusion nuclear de Fox03),
mientras que la ausencia de marcaje o marcaje nuclear resulté en un
resultado negativo para la extrusidn del Fox03).

7.5.2.2.3  Estudios moleculares

= Extraccion de ARNm de muestras incluidas en parafina

La extraccion de ARN de muestras de parafina se llevd a cabo con el uso del
kit “Recover allTM total nucleic acid isolation kit for FFPE (“formalin fixed
paraffin-embedded” (Life Technologies, Foster City, California, Estados Unidos)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Se realizaron 3 cortes de 20 pm
de cada muestra que se introdujeron en un tubo estéril libre de ARN. Se afiadié
1 ml de xilol (Panreac, Barcelona, Espafia) y fue incubado durante 3 min a 502C
en agitacion. A continuacién se centrifugd durante 3 min a 13.400 r.p.m. y se
eliminé el sobrenadante. Este paso fue repetido para asegurarnos la eliminacion
de cualquier resto de parafina. Posteriormente, se realizaron dos lavados con 1
ml de etanol absoluto y centrifugacién a 13.400 r.p.m. durante 3 min. Para la
eliminacién total del etanol, los tubos se dejaron en una estufa a 372C durante
30 min con la tapa abierta. Trascurrido este tiempo, se afiadid 200 ul de
“Digestion Buffer”, y se afiadié 4 pl de proteasa. Esta mezcla se incubd durante
15 min a 502C en agitacion. Posteriormente, se incubd otros 15 min a 80°C. A
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cada tubo se afiadié 240 ul de “Isolation Aditive” y 550 pl de etanol (a -209C) y
se centrifugd en una columna durante 1 min a 10.000 r.p.m. a temperatura
ambiente (TA). A continuacién se afiadié 700 ul de “Wash Buffer 1” y se volvié a
centrifugar 1 min a 10.000 r.p.m. Tras la eliminacién del liquido eluido, se afiadio
500 pl de “Wash Buffer 2/3” repitiéndose la centrifugacién. Con una nueva
centrifugacion rdpida de 30 segundos se seco el filtro que contenia el ARN.
Posteriormente, se prepard una mezcla de “10X DNase Buffer”, “DNAse” y agua
libre de nucleasas. Esta mezcla fue afiadida al filtro de la columna incubandose
durante 30 min a TA. Trascurrido este tiempo, se afladieron 700 pl de “Wash
Buffer 1” y se centrifugd durante 1 min a 10.000 r.p.m. A continuacion se
afiadieron 500 pl de “Wash Buffer 2/3” y se repitid la centrifugacion. Se
anadieron 35 pl de agua libre de ARN en el centro del filtro incubandose 10 min
a TA. Posteriormente se afiadieron otros 35 pl de agua, se incubd 5 min y se
centrifugd durante 3 min a 10.000 r.p.m., Finalmente a cada muestra se le
afiadié 20 U de Rnase Inhibitor (Life Technologies, Foster City, California, Estados
Unidos) para evitar la degradacién del ARN. Las concentraciones de ARN de cada
muestra fueron medidas mediante métodos espectrofotométricos y se
almacenaron a -802C hasta el momento de su uso.

= Analisis de la concentracion e integridad del ARN

El andlisis de la cantidad e integridad del ARN extraido de cada una de
las muestras se llevd a cabo mediante métodos espectrofotométricos
(NanodropTM, Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Este equipo
mide la absorbancia de todas las moléculas de la muestra que absorben a la
longitud de onda de interés, desde nucledtidos, ARN, ADN monocatenario, y
ADN de doble cadena. Todas ellas absorben a 260 nm y contribuiran a la
absorbancia total de la muestra. Se utilizé un ratio de absorbancia de 260/280
nm para medir la pureza del ARN y del ADN. La muestra se considera pura si
presenta un ratio alrededor de 1,8 si se trata de ADN y de 2,0 si se trata de de
ARN. Si el ratio es menor indica la posible presencia de proteinas u otros
contaminantes que absorben cercanos a la longitud de onda de 280 nm (Figura
29).
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Figura 29 : Grafica de absorbancias de muestras de ARN o ADN. Se muestra las
absorbancias en las que absorben el ARN/ADN y los posibles contaminantes de las
muestras, como proteinas, solventes y sales.
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=  Retrotranscripcion

La retrotranscripcion del ARN de las muestras incluidas en parafina se
llevd a cabo con el kit "HIGH Capacity cDNA RT" (Life Technologies, Foster City,
California, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizaron 500 ng de ARN de cada muestra ajustando a un volumen final de 25 pl
con agua libre de nucleasas. La sintesis de ADNc se llevd a cabo con una mezcla
de cebadores aleatorios y una enzima retrotranscriptasa (MultiScribeTM
Rerverse Transcriptase 50U/ul). Esta mezcla estaba compuesta de: 5 pl de 10X
RT, 2 pl de dNTPs, 5 pl 10X cebadores aleatorios, 2,5 pl de inhibidor de ARNasa,
2,5 ul de retrotransciptasa y 8 ul de agua libre de ARN. La retrotranscripcion se
llevé a cabo en un termociclador (T3000 Biometra, Gottingen, Alemania) con el
siguiente protocolo: 252C durante 10min,372Cdurante120 min,y852C5 min.
Elproducto fue cuantificado mediante espectrofotometria, como se describe en
el apartado anterior. La muestra fue diluida con agua libre de nucleasas a una
concentracion final de 100 ng/ul y fue almacenada a -202 C hasta la realizacién
de la RT-gPCR.

=  PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR)

La metodologia de RT-gPCR, a diferencia de la PCR competitiva, permite
la automatizacion y ademas es rapida y no necesita el procesamiento posterior
del producto de PCR, lo que reduce el riesgo de contaminacion. La RT-gqPCR es
una variacion de la PCR estandar utilizada para la cuantificacién de ADN o de
ARNmM de una muestra. Es posible determinar el nimero de copias o la cantidad
relativa de una determinada secuencia de ADN o ARN utilizando cebadores
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especificos de secuencia. Cuando la PCR a tiempo real se combina con una
reaccion previa de retro-transcripcion, puede determinarse la cantidad de ARNm
de una muestra mediante una cuantificacion relativa. Se dice que es una
cuantificacién relativa porque se compara entre las diferentes muestras la
expresion del gen objeto de estudio respecto a la expresion de un gen
constitutivo (control endégeno). Es lo que se denomina como normalizacién de
la expresién del gen especifico. Los genes mds utilizados como controles
endogenos son: ARNr 18S, GAPDH, beta-actina, TBP, HPRT, beta-2-
microglobulina, entre otros.

La cuantificacion del producto se produce mediante la adicion de
fluoréforos que se unen al amplicdn de forma cuantitativa, a mayor producto se
emitira mayor fluorescencia. Los sistemas de RT-gqPCR detectan la cantidad de
fluorescencia producida en cada ciclo de RT-gPCR y los softwares de analisis
representan dicha fluorescencia graficamente respecto al numero de ciclos. La
cantidad de amplicdn producido es proporcional al numero de moléculas de
ARN/ADN iniciales, de forma que en aquellas muestras con mayor expresion del
gen, el amplicon fluorescente aparecera en ciclos anteriores.

Desde el punto de vista técnico, existen dos principales métodos de
analisis de PCR cuantitativa que se basan en técnicas de fluorescencia que se
diferencian en la metodologia de deteccion de los productos de RT-qPCR. Estos
métodos son:

e Sondas TagMan: basados en el uso de dos sondas que hibridan en
las secuencias especificas.

e SYBR Green [: utiliza este fluorocromo intercalante que se une a la
doble cadena de ADN inespecificamente.

El método mas difundido, y el utilizado es nuestro trabajo, es el que
emplea sondas TagMan (Heid CA 1996)que garantiza la obtencidén de ensayos de
PCR altamente especificos, con una eficiencia de amplificacion cercana al 100%
que ademas permite evaluar numéricamente con la mas alta precisién, la
cantidad de moléculas de material genético presente en cada muestra. Estas
propiedades especificas permiten la aplicacién de RT-qPCR en la cuantificacion
absoluta y relativa de genes sin necesidad de purificar una muestra de ARN total
o requerir de una gran cantidad de la misma. Esta metodologia se basa en la
actividad 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa y en la amplificacion mediante RT-
gPCR de una determinada secuencia diana en presencia de una sonda
fluorescente especifica (sonda TagMan) que hibrida con la secuencia diana que
estamos amplificando (

Figura 30).
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Figura 30 : RT-qPCR con tecnologia TagMan. Fundamentos de la estrategia empleando
sondas TagMan. Actividad 5’exonucleasa de la Taq polimerasa.
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La sonda TagMan tiene unido un fluorocromo en posicién 5 y un
amortiguador de fluorescencia en posicién 3’ (MGB: minor groove binder) que
se une al surco menor del ADN protegiendo a la sonda de la actividad
exonucleasa de la enzima Taq polimerasa (Figura 31).

Figura 31 : RT-qPCR con tecnologia TagMan. Mecanismo de accion del amortiguador de
fluorescencia (MGB) en las sondas TagMan.

Polimerasa

Ademas, esta sonda esta fosforilada en el extremo 3’ para evitar su
extension durante la reaccion de PCR. Si la secuencia diana estd presente en la
muestra, la sonda TagMan hibridara especificamente con ella, situdndose entre
los dos cebadores. Cuando se produce la etapa de extension en la reaccion de
PCR, la actividad 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa degradaria la sonda
TagMan liberando el fluorocromo, que al estar fuera de la influencia del
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amortiguador emitird una sefal que puede ser captada por el sistema dptico del
equipo. Este proceso de degradacion de la sonda tiene lugar en cada ciclo y no
interfiere con la acumulacién del producto de la RT-gPCR, por lo que se produce
un incremento exponencial de la sefial de fluorescencia en cada ciclo de la
reaccion de RT-gPCR (figura XXX). Otra de las ventajas es que la enzima Taq
polimerasa no digiere la sonda libre sino Unicamente la hibridada, por lo que la
cantidad de sefal fluorescente emitida es proporcional a la cantidad de
producto acumulado. La medicién de la intensidad de fluorescencia se realiza de
forma continua, lo que nos proporciona una informacién dindmica en tiempo
real (analisis cinético) del proceso. De esta forma podemos establecer el ciclo
umbral (Ct-cycle threshold), es decir, el nUmero de ciclos necesarios para que la
cantidad de producto producido alcance el nivel de deteccién que hayamos
fijado, lo que a su vez se correlaciona directamente con la cantidad de ADNc de
la secuencia diana (Figura 32).

Figura 32 : Modelo de RT-qPCR. Se representa el vol de ciclo de la PCR (Ct) respecto al
producto de PCR (ARn) de una muestra (linea roja) y de control negativo (linea azul). En
la representacion de la muestra, se observa el patrdn tipico esperado, en el que en los
primero ciclos de la PCR no hay producto, posteriormente presenta una fase
exponencial llegando a alcanzar una meseta
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El método utilizado para calcular la expresién relativa de un gen es el
método 2-AACt (Livak KJ 2001). Este método consiste en relativizar la expresidon
del gen en la muestra problema respecto a la muestra control, normalizando
ambas con la expresion de un gen constitutivo. Para ello se sigue el siguiente
procedimiento:
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=  Calculo del valor de ACt.

Consiste en normalizar el valor de Ct de cada muestra respecto al
control enddgeno:

ACt= Ct gen-Ct control endégeno

=  Calculo de AACt:

Se normaliza respecto a la muestra control o calibrador:
AACt= ACt muestra problema- ACt muestra control

=  Cdlculo de la expresion relativa (“Fold change”):

Representa cuantas veces mas o cudntas veces menos se expresa el gen
problema en la muestra bajo estudio respecto a la muestra control, relativizado
a la expresion basal de un gen constitutivo. La muestra control tendra un valor
de 1, mientras que las muestras problema presentaran un valor mayor o menor
de 1 dependiendo si la expresion del gen es mayor o menor respectivamente.

Expresion relativa=2- AA Ct

Debido a todas estas caracteristicas, la metodologia de la TagMan PCR
fue utilizada para el analisis de expresion génica de FoxO3 en las muestras de CO
de pacientes prepuberes y puberes de PF. Los experimentos de RT-qPCR se
realizaron con el sistema ABI PRISMTM 7900 Sequence Detection (Life
Technologies, Foster City, California, Estados Unidos). Como fluorocromo de
unién a ADN de doble cadena se usé FAM (carboxi-fluoresceina) cuya
absorbancia es de 535 a 495 nm. Para cada 10 ul de reaccidn TagMan, se
mezclaron 1 pl de ADNc, 3,5 pul de agua destilada libre de ARN, 5 ul de TagMan
Universal PCR Master Mix (PE Life Technologies, Foster City, California, Estados
Unidos) and 0,5 pl 20x “Assay on Demand” que contenian la sonda y los
cebadores especificos para el gen FoxO3. Cada ensayo se llevd a cabo por
triplicado. Las condiciones de RT-gPCR fueron las siguientes: 2 min a 50°2C
seguido de 10 min a 959C para la activacion enzimdtica, posteriormente ocurren
45 ciclos de dos pasos de 15 s a 952C y 1 min a 602C. Los productos finales se
analizaron con el software especifico de sistema de deteccién de secuencias
7900HT versién 2.4 (PE Life Technologies, Foster City, California, Estados
Unidos). Los datos se representaron mediante el valor medio relativo del gen
analizado y normalizado con respecto al valor correspondiente del gen de la
subunidad 18S del ARN ribosémico utilizando el método 2-AACty el fold change
(Fleming JM 2010) (Livak KJ 2001).
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7.5.2.2.4 Estudio de dafio celular

Cada corte posterior y anterior del corte con mayor nimero de foliculos
que hemos utilizado para densidad folicular de la muestra se utilizd para evaluar
el dafio celular por apoptosis en los foliculos y el estroma mediante un ensayo
de TUNEL. Esta técnica cuantifica la incorporacion de fluorescencia etiquetando
el DNA roto con dUTP, utilizando una reaccién catalizada por la deoxinucleotidil
transferasa terminal.

Los cortes fueron desparafinados mediante incubacién a 602C durante
1h y cuatro bafios de xileno de 5 min cada uno. A continuacién los cortes fueron
rehidratados mediante inversién en etanol a concentraciones decrecientes. Tras
un lavado con PBS para eliminar los restos de etanol, se llevd a cabo el
desenmascaramiento antigénico con un autoclave, sometiendo los cortes
durante 3 min a 1202C, 1,5 Atm en Tampdn Citrato 10mM. A continuacion las
muestras fueron incubadas a 372C durante 60 min en cdmara himeda en
condiciones de oscuridad con 50 pl de la mezcla de reaccién de TUNEL(Roche
applied science, 2156792); esta mezcla fue omitida en el control negativo.
Finalmente las muestras fueron montadas con DAPI (ProLong Gold Antifade
Reagent with Dapi; Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, USA) para teiiir los
nucleos y examinadas bajo microscopio de fluorescencia

La fluorescencia fue observada bajo microscopio de fluorescencia
midiendo el estado del DNA de los foliculos y de las células del estroma.

La sefial apoptdtica se considerd positiva cuando la tincién dUTP se
incorporé en el nucleo celular tifiéndolo de rojo. El dafio celular fue cuantificado
por métodos morfométricos y expresado como VOL de células TUNEL+/VOL total
de células. La tasa de apoptosis en las pacientes Prepuberes (GPre) y Preplberes
(GP) que habian recibido tratamiento quimioterapico previo a la CCO fue
comparada con sus controles (GCPre y GCP respectivamente).

7.5.2.2.,5 Estudios morfométricos

Sobre los cortes tefiidos con Hematoxilina/ eosina se llevd a cabo la
visualizaciéon de los foliculos primordiales, primarios y secundarios. El cdlculo la
densidad folicular fue expresado en vol de foliculos por milimetro cuadrado de
tejido. El calculo del crecimiento folicular se expresé como el porcentaje de vol
de foliculos primarios/vol foliculos totales. Para realizar la medicién del 4rea de
las secciones y didmetro de foliculos necesario para el cédlculo de la densidad
folicular se llevé a cabo un estudio cuantitativo morfométrico mediante el
sistema de Analisis de Imagen IMAGE PROPLUS 5.1 (Media Cybernetics) que fue
utilizado al mismo tiempo para la cuantificacion de FoxO3 y TUNEL.
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7.5.3 Analisis estadistico

Todas las variables estudiadas fueron comparadas en las pacientes
Prepuberes (GPre) y Prepuberes (GP) que habian recibido tratamiento
quimioterapico previo a la CCO frente a los grupos control (GCPre y GCP
respectivamente).

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el programa “SPSS statistics
version 19”. Los datos fueron expresados como mediaxSD. En funcion si las
muestras presentaron una distribuciéon normal o no, se realizé una comparacién
de medias mediante el test T para muestras independientes o la prueba de
Mann-Whitney, respectivamente. Se consideré diferencias estadisticamente
significativas si *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001. Se consideré no diferencias
estadisticamente significativas (NS) si p>0,05.
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8 RESULTADOS

8.6 Programa de preservacion de fertilidad en
nifas y adolescentes con cancer

8.6.1 Descripcion de las caracteristicas generales de las
pacientes incluidas en el programa de PF y disefio
de la Clasificacion Valencia 2015 para la
estimacion de riesgo gonadotdxico

8.6.1.1.1  Caracteristicas demograficas y diagndsticos

=  Procedencia, diagndsticos y edad

El programa de PF para nifias y adolescentes del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe, ha incluido en el periodo estudiado (octubre 2008- agosto
2015) un total de 51 pacientes, realizandose a todas ellas una CCO.

En 29 casos (56,8%) han sido pacientes diagnosticadas y tratadas el
Hospital La Fe. En 28 pacientes el servicio que ha derivado a la pacientes ha sido
OP y en 1 caso, Hematologia Pediatrica. En nuestro centro se ha propuesto la
realizacion de la técnica a 30 pacientes, por lo que aceptacion del procedimiento
ha sido del 96,6%.

Tabla 10 : Resumen de las CCO realizadas en nuestro centro anualmente, distinguiendo
aquellas derivadas de otros centros. Calculo proporcién pacientes diagnosticadas/ CCO
realizadas en el Hospital La Fe

PACIENTES
o | Morsorie (o0 | wsomeus | oemmons o

DIAGNOSTICADAS | LAFE CENTROS

EN OP LA FE
2008 No disponible 1 0 1
2009 49 4 8,1% 0 4
2010 52 5 9,6 % 4 9
2011 31 7 22,5% 2 9
2012 28 3 10,7% 3 6
2013 26 0 0% 2 2
2014 35 5 14,3 % 3 8
2015 No disponible 4 8 12
TOTAL 29 22 51
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En el servicio de OP del Hospital La Fe se han diagnosticado a lo largo
del periodo estudiado 221 nifias y adolescentes menores de 14 afios, por lo que
la tasa global de realizacién de CCO en las pacientes de nuestro hospital ha sido
del 10,8 % (excluido afio 2008 del calculo por iniciarse el programa a finales del
mismo y 2015 por no haber concluido). Desde la puesta en marcha hasta ahora,
el nimero de pacientes incluidas y el porcentaje respecto de las diagnosticadas,
ha variado considerablemente (Tabla 10).

En el 2010 derivaron a nuestro centro pacientes de los hospitales
General de Alicante y Clinico de Valencia. En 2012 se incorporaron ademas el
Hospital Virgen del Camino de Pamplona y el Nifio Jesus de Madrid. En 2015 se
han sumado: Complejo Asistencial de Salamanca, Cruces de Bilbao, Carlos Haya
de Malaga y el Hospital General de Albacete (Figura 34).

Figura 33 : Distribucion de centros nacionalesy vol de pacientes en las que se ha
realizado CCO en el Hospital La Fe.
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Figura 34: Evolucidn cronoldgica en el vol de pacientes derivadas de otros centros para

cco
Pacientes remitidas de otros centros
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La mediana de edad de todas las pacientes del programa al debut
diagndstico es de 10,3 afios (IQR 6,5- 13,4) siendo la minima edad 2,1 y la
maxima 14,7 afios. La mediana de edad de todas las participantes en el
momento de la realizacién de la CCO es de 10,5 afios (IQR 7,8- 13,6) siendo la
minima 2,8 y la maxima 18,1 afios. Si consideramos sélo las derivadas de otros
centros dicha medianaes de 12,2 afios (3,3-15,3).

Resumimos la distribucion de las pacientes por diagnésticos, separados
por procedencia y con descriptivo de la edad (Tabla 11).

Tabla 11 : Diagndsticos de base de las pacientes en las que se ha realizado CCO,
distinguiendo procedencia y mediana de edad (edad minima y edad maxima)

3 . ORIGEN | OTROS MEDIANA EDAD en
DIAGNOSTICOS NUM | A ke CENTROS | CCO (afios)

LLA 14 9 5 7,4 (2,8-16,2)
LMA 8 3 5 12,7 (8,1-15,2)
SARCOMA EWING 7 3 4 12,7 (9,2-14,5)
E. HODGKIN 5 3 2 13,6 (12,1-14,7)
SARCOMA PB 4 1 3 14,1 (3,6- 15,3)
SMD 4 3 1 11,9 (9,6- 13,4)
T.CELS GERMINALES 3 3 0 10,5 (10,2-13,5)
T. WILMS 2 2 0 3,6 (2,1-4,1)
T.OVARICO 1 1 0 18,1
MEDULOBLASTOMA 1 1 0 8,6

EGC 1 0 1 11,7
OSTEOSARCOMA 1 0 1 14,6
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=  Desarrollo puberal

Atendiendo al inicio de desarrollo puberal 24 pacientes (47%) eran
prepuberes en el momento de CCO, con una mediana de edad de 7,5 afios (2,8-
10,54) y 27 puberes (53%) con una mediana de edad de 13,6 afios (10,2-18,1).

Entre las 27 pacientes puberes: 4 pacientes con Estadio Il, 2 pacientes
con estadio I, 21 pacientes con estadio IV-V. Entre las puberes 22 habian tenido
la menarquia en el momento de CCO.

Los diagndsticos en relacion al desarrollo puberal se describen en Figura
35y Figura 36:

Figura 35 : distribucion enfermedad de base entre las pacientes preptiberes sometidas a
cco

Pacientes Prepuberes

WLLA WLMA L EWING WSMD wWWILMS @ OTROS
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Figura 36 : distribucion enfermedad de base entre las pacientes puberes sometidas a
cco

Pacientes Puberes

WLLA ELMA L EWING EHODGKIN @wTCG mSMD = RABDO @ OTROS

15% 11%

= FirmadeCl

En todas los casos se produjo sin incidencias la firma de Cl, incluyendo
en ellos la firma de las pacientes mayores de 12 afios. El 100% de las familias
indicd que en caso de no utilizar el tejido para uso clinico, queria que se
destinase a investigacion. En ningin caso hubo disparidad de opiniones
objetivable entre los padres/responsables legales y las pacientes mayores, y no
se ha precisado de asesoramiento psicolégico adicional para la toma de ninguna
decision.

= Tiempos entre debut Dgy CCO

La mediana de dias entre la fecha de diagndstico y la fecha de la CCO
de todas las pacientes globalmente es de 142 dias (IQR 38-299), siendo 2 el
minimo vol de dias y 3421 el maximo.

De acuerdo a la cronologia del programa, la realizacién de la CCO en
pacientes diagnosticadas de LA se realiza en un momento totalmente distinto al
del resto y ademas la duracién de los tratamientos previstos antes de CCO
difiere considerablemente seglin sea LLA o LMA. Por otra parte los SMD o
inmunodeficiencias con frecuencia pueden preceder a su tratamiento con TPH
en mucho tiempo. Al separar a las pacientes teniendo en cuenta estos factores
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encontramos cifras muy distintas de la mediana de tiempo entre fecha de
diagndstico y CCO por grupos de enfermedades (Tabla 12) (Figura 37):

Tabla 12: Mediana expresada en dias (minimo y maximo) desde la fecha del Dgy la
fecha de CCO seguin enfermedad de base.

DIAGNOSTICO Mediana
LLA 304 (142-3431)
LMA 174 (135-789)
S.EWING 26 (2-41)
E.HODGKIN 20 (6-43)
RABDOMIOSARCOMAS 56 (37-84)
TCG 47 (14-84)
SMD + EGC 85 (36-751)

Figura 37: Grafico de cajas y bigotes comparando meses entre fecha de Dg y fecha de
CCO segun enfermedad de base
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8.6.1.1.2 Diseiio de la clasificacion Valencia 2015. Calculo del Riesgo
Gonadotoxicoy su evolucion temporal de acuerdo a los protocolos
oncoldgicos utilizados

= Clasificacion riesgo gonadotéxico Valencia 2015

Tal y como se ha descrito en el apartado de la metodologia, como parte
del proyecto de esta tesis doctoral, se ha confeccionado una clasificacion de
riesgo gonadotdxico en nifias y adolescentes adaptada a los principales
diagnésticos y protocolos empleados en nuestro pais (Tabla 7). Ver en apartado
discusion la fundamentacion para elaboracion de dicha clasificacion y los
criterios utilizados.

=  Protocolos utilizados

Los protocolos utilizados o con previsién de utilizar en todas las
pacientes del programa, han sido homogéneos y habitualmente suponen el
tratamiento estandar de primera o segunda linea seguin la SEHOP.

Atendiendo a los diagndsticos han sido: LLA (SHOP 2005); LMA (SHOP
2007); Sarcoma de Ewing (SEOP 2001); Enfermedad de Hodgkin (EURONET);
Sarcomas de PB rabdomiosarcomas y no rabdomiosarcomas (EpSSG RMS 2005-
NRST 2005);Tumor de células germinales (SIOP CNS GTC II).

En un caso (TCG mediastinico) se individualizé un esquema al no contar
con protocolo nacional, contemplando la posibilidad de administrar al final del
mismo megaterapia con TPH autélogo. En caso de la paciente diagnosticada de
meduloblastoma metastasico se utilizé el protocolo HART de Milan, adoptado
por muchos centros nacionales e internacionales.

=  Calculo de la estimacidn riesgo gonadotoxico

La indicacion o no de la realizacion de CCO se ha establecido
globalmente en base a la clasificacion Valencia 2015 propuesta en la
metodologia para nuestro pais (Tabla 7) y en alguna ocasion a situaciones
particulares de las pacientes y de la cronologia del programa.

La distribucion de las pacientes, de acuerdo al riesgo gonadotéxico
atribuible al tratamiento tedrico previsto es la siguiente (Figura 38): 40 pacientes
Alto Riesgo, 6 pacientes Riesgo Intermedio-Riesgo alto, 5 pacientes Riesgo Bajo-
Riesgo Intermedio.
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Figura 38 : distribucion pacientes segun Riesgo Gonadotdxico de la clasificacion Valencia
2015

Clasificacion Riesgo Gonadotoxico
Valencia 2015

u Riesgo Bajo

i Riesgo Bajo- Riesgo intermedio .

= Riesgo Intermedio- Riesgo alto. 0%
i Riesgo Alto

= Grado de concordancia con la clasificacion de riesgo gonadotdxico Wallace
2005

Si consideramos el grado de concordancia con los criterios de la
clasificacion propuesta por Wallace en 2005 (Figura 20), todas las pacientes de
alto riesgo corresponderian al grupo propuesto por ellos también como alto
riesgo. Nuestras pacientes con riesgo bajo-riesgo intermedio o riesgo
intermedio-riesgo alto, corresponderian todas al grupo de riesgo intermedio
segln su clasificacion.
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Figura 39 : distribucién pacientes segiin Riesgo Gonadotdxico de la clasificacion Wallace

2005
Clasificacion Riesgo Gonadotoxico
Wallace
il Riesgo Bajo i Riesgo Intermedio Riesgo Alto
0%
22%
78%

=  Descripcion de las pacientes que no eran de alto riesgo inicial

Entre las otras 11 pacientes que no cumplian criterios de alto riesgo
encontramos:

e Tres casos eran pacientes diagnosticadas de sarcoma de Ewing
localizado sin necesidad de auto TPH de acuerdo al protocolo
nacional y segun nuestra clasificacion Riesgo Intermedio-
Riesgo alto.

e Dos eran TCG intracraneales, con posibilidad de llevar RT a
dosis > de 24 Gy dependiendo de la respuesta y por tanto
Riesgo Intermedio-Riesgo alto.

e Una paciente con SMD que previsiblemente iba llevar TBI pero
a dosis inferiores a las habituales y CFM como
acondicionamiento y que se clasific6 como Riesgo Intermedio-
Riesgo alto.

e Cuatro pacientes con diagnéstico de EH en grupos de
tratamiento 2 y 3 con posibilidad de recibir procarbacina segun
randomizacion del protocolo Euronety por tanto con riesgo
segun clasificacion actual (muy reciente) bajo-intermedio, pero
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segln clasificacion previas riesgo intermedio (Ver cronologia
de EH en apartado DISCUSION).

e Una paciente de 14 afos diagnosticada de osteosarcoma
localizado considerado riesgo bajo-riesgo intermedio, pero con
una familia y paciente especialmente interesada en el tema de
PF.

=  Evolucion temporal del riesgo gonadotdxico calculado

Tras comprobar el tratamiento finalmente recibido por todas las
pacientes, se observa que en varias ocasiones las pacientes han cambiado el
riesgo gonadotdxico inicialmente calculado. El cambio de riesgo ha ocurrido en
las 2 direcciones.

Incremento del riesgo gonadotdxico previsto

e Una de las pacientes diagnosticadas de EH y segun clasificacion
inicial nuestra de riesgo bajo-intermedio (grupo 3 de tratamiento
finalmente tratada con dacarbacina tras randomizacién y sin RT),
presentd posteriormente 2 recaidas rescatandose en primer lugar
con RT y QT de segunda linea y posteriormente con QT de tercera
linea ‘altas dosis de AA) y megaterapia con TPH autélogo Ahora
mismo se considera de alto riesgo gonadotdxico, pendiente de
iniciar seguimiento endocrinolégico.

Reduccién del riesgo gonadotdxico previsto

e Una paciente con TCG mediastinico con posibilidad de necesitar
megaterapia con TPH autdlogo (por eso catalogada inicialmente
como de alto riesgo), finalmente no lo recibié, desescalando el
riesgo gonadotoxico hasta considerarse actualmente bajo. El mismo
cambio de riesgo ocurrid con otra paciente diagnosticada de
sarcoma PB uterino que al alcanzar RC con cirugia y QT, la RT
pélvica posible en primera linea fue desestimada.

e Las 2 pacientes con TCG intracraneal finalmente entraron en RC
tras QT vy cirugia por lo que la dosis de RT craneal finalmente
administrada fue de 24 Gy (Cambiando de Riesgo Intermedio —
Riesgo Alto a Riesgo Bajo-Riesgo intermedio).

e Dos pacientes con EH grupos 2-3 de tratamiento y catalogadas de
Riesgo Bajo-Riesgo Intermedio (segun clasificacion actual) por la
posibilidad de recibir procarbacina, finalmente tras randomizacién
recibieron dacarbacina pasando a considerarse de bajo riesgo.

- 154 -



:: RESULTADOS

e Una paciente con SMD finalmente solo llevo una dosis de ICT (300
cGy) y CFM a dosis bajas (1200 mg/m?) por lo que su riesgo
finalmente pasaria a considerarse intermedio-bajo.

La diferencia entre riesgo gonadotoxico calculado pre y post
tratamiento se resume a continuacion (Tabla 13) :

Tabla 13 : Evolucidn Riesgo gonadotdxico atendiendo al tratamiento previsto y
finalmente administrado

RIESGO GONADOTOXICO TT2 PREVISTO | TT2 ADMINISTRADO
RIESGO ALTO 40 39

RIESGO ALTO-RIESGO INTERMEDIO 6 3

RIESGO INTERMEDIO-RIESGO BAJO 5

RIESGO BAJO 0 4

= Valoracion de Indicacion CCO segin momento cronoldgico de la
enfermedad (debut/recaida)

La indicacién de CCO se realiz6 en primera linea de tratamiento en 39
pacientes (76,5%). En las restantes 12 pacientes (23,5%) no habia indicacién
inicial perosi tras evolucion de la enfermedad.

Dentro de este ultimo subgrupo encontramos:

e Ocho recaidas de LA {7 LLAy 1 LMA)y en todas ellas tras la recaida
habia indicacién de TPH.

e Dos pacientes con tumor de Wilms sufrieron ruptura del tumor
durante la cirugia, implicando cambio de estrategia de RT. En lugar
de administrarse exclusivamente en flanco, debia ser abdominal
total.

e Una paciente con Sarcoma de PB no rabdomiosarcoma en zona
glutea necesitd RT que incluia zona pélvica tras recaida a los pocos
meses del fin de tratamiento de primera linea (sélo incluia QT vy
Cirugia).

e Una paciente diagnosticada a los 14 afios de teratoma inmaduro de
ovario con extirpacién quirurgica inicial y tratamiento QT, presenté
un segundo tumor ovdérico contralateral asincrénico (4 afios mas
tarde) subsidiario de extirpacién completa de la otra godnada
(finalmente teratoma maduro en AP).
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8.6.1.1.3  Descripcion del tratamiento antineopldsico previo a CCO

Globalmente en nuestra serie 15 pacientes (29,4%) no habian recibido
QT previa y si la habian recibido 36 (70,6%).

Desglosando estos datos segun enfermedad de base se constata que
todas las pacientes con LA (22 casos) habian llevado QT previa (en primera linea
+ recaida) por la cronologia propuesta por el programa para este diagndstico y
en el caso de recaidas de tumores sélidos (4 casos) y con indicacidn entonces de
CCO, todas habian llevado QT en el tratamiento de primera linea.

Fuera de estas dos circunstancias encontramos 10 pacientes con
tumores solidos (19,6%) que habian recibido algin citostatico previo a la CCO
realizada en primera linea de tratamiento. El 40% pacientes del hospital La Fe y
60% derivadas de otros centros. Las causas en nuestro centro fueron: motivo
clinico por inestabilidad de la paciente (1), motivo familiar (1), motivo técnico
laboratorio (1), y reajuste de estadio en paciente (1).

=  Cronologia QT previa y CCO

Entre todaslas pacientes que llevaron QT previa, en 25 de 36 casos se
disponia de la fecha exacta de QT previa a la realizacién de CCO. Siendo la
mediana de tiempo de 23 dias (IQR 21,3- 44,3) con un minimo de 5y un maximo
de 1663 dias.

=  Agentes citostaticos utilizados previamente a CCO

Entre la QT administrada previamente a la CCO y relacionada con
gonadotoxicidad encontramos:

Tumores sélidos (14 casos): En 8 pacientes se habia utilizado Ifosfamida
combinada con otros agentes QT no considerados gonadotdxicos con una
mediana de dosis de 9000 mg/m? (6000-36.000). Una paciente habia recibido
una tanda de 14 dias de procarbacina oral {dosis total 1400 mg/m?) y otra
paciente CFM a dosis bajas (1350 mg/m?). En 4 casos no se habia recibido ningtin
agente QT considerado gonadotdxico.

Dentro del grupo de las neoplasias hematoldgicas (22 casos) : 14
pacientes con diagndstico de LLA, habian recibido entre los combinados
poliguimioterdpicos previos al TPH, una mediana de dosis de CFM de 4200
mg/m? (2000-8950) y de ARA-C de 12600 mg/m? (5000-16.000). En el caso de las
8 pacientes con LMA habian recibido una mediana de dosis de ARA-C de 14750
mg/m? (9000-25.000).
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8.6.1.1.4 Descripcion del tratamiento antineopldasico posterior a CCO

=  Trasplante de Precursores Hematopoyéticos

Entre las 51 pacientes incluidas en el programa, 33 (64,7%) tenian
previsto en su esquema de tratamiento megaterapia con TPH. Finalmente en 1
de ellas no se realiz6 por buena respuesta a QT convencional (TCG) y en otra
paciente progresé la enfermedad falleciendo antes de llegar al TPH
ldiagnésticada de sarcoma Ewing metastasico). Por otra parte una paciente en la
que inicialmente no se contemplaba su utilizacion, si se realizé tras una segunda
recaida de EH. En total por tanto entre las pacientes de nuestra serie se han
realizado 32 TPH (62,7%).

e Tipo de TPH recibido

En 15 ocasiones (46,8%) se ha realizado TPH autdlogo: 10 pacientes
diagnosticadas de LA (6 LLA y 4 LMA) y 6 de un tumor sélido (3 sarcoma Ewing, 1
meduloblastoma diseminado, 1 EH).

En 17 casos (53,2%) se ha realizado TPH alogénico: 10 pacientes con
LLA, 4 conLMA, 4 conSMD y 1 con EGC.

Descripcidon de los TPH alogénicos realizados atendiendo a la fuente de
precursores, parentesco e identidad HLA (Figura 40).

Figura 40 : Caracteristicas de los TPH alogénicos realizados segun fuente de
progenitores, parentesco e identidad HLA

TPH Alogénico

No disponible
Haploidéntico

MO No Emp id
SCU NO Emp No id
SCU No Emp id

SP No Emp No id
SP Emp No id

SP No Emp id

SP Emp id

MO: médula dsea, SP: sangre periférica, SCU: sangre de cordén umbilical. Emp:
emparentado, No Emp: No emparentado. id: idéntico, No id: no idéntico.
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e Cronologia entre fecha Diagndstico, fecha CCO y fecha TPH

La mediana de tiempo entre el diagndstico y la realizacién del TPH es de
304 dias (IQR 186-522). La mediana de tiempo entre larealizacién del CCO y el
TPH es de 13 dias (IQR 12-25,8) con un minimo de 5 y un maximo de 215.

Distribucién de los acondicionamientos utilizados en el global de los TPH
(Figura 41):

Figura 41: distribucion acondicionamientos empleados en las 32 pacientes que
recibieron TPH

Acondicionamientos utilizados

No disponibl
Otras
Melfaldn
Tiotepa

ICT.

Busulfan

0 5 10 15 20

En el 85% de los casos se han utilizado acondicionamientos basados en
TBI o Busulfan. En 12 pacientes se asocid busulfan y tiotepa en el
acondicionamiento. En 1 paciente diagnosticada de meduloblastoma
diseminado se realizé TPH en tdndem (2 TPH consecutivos acondicionados con
Tiotepa).

= Radioterapia
La RT como parte del protocolo de tratamiento estaba prevista en 24

pacientes (47%), podia ser posible su administracion en 8 pacientes (15,8%) y no
estaba contemplada en 19 (37,2%) (Figura 42).
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Figura 42 : Esquema de la prevision de utilizacion de RT en las pacientes de la serie y RT
finalmente administrada

Prevista y Previstay no No contemplada 'y
administrada administrada Posible ( n=8) no administrada
(n=23) (n=1) Exitus antes (n=19)

ICT (n=10) RT pélvica (n=3) RT otras loc (n=5)

Finalmente Finalmente

SR administrada (n=2) administrada (n=1)

RT Craneo-espinal
(n=2, una también
ICT)

No administrada

(n=1) Desconocido (n=3)

No administrada

RT pélvica (n=5) (n=1)

RT otras loc (n=5)

Entre las pacientes que si tenian programada RT, todas menos una (que
falleci6 antes de su administracion por progresion de la enfermedad) la
recibieron.

e  Recibieron ICT 10 pacientes, 9 de ellas con una dosis de 12 Gy y
1 afecta de SMD finalmente con 0.3 Gy. La RT craneal se
administr6 en 2 pacientes con TCG intracraneal, pero
finalmente a dosis de 24 Gy por RC tras cirugia y QT. Dos
pacientes recibieron RT crdneo espinal (una paciente con
meduloblastoma diseminado con una dosis total de 59,7 Gy y
una paciente con LLA con infiltracién del SNC con una dosis de
18 Gy, y que ademas se acondiciond con ICT.
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e En 5 pacientes la RT se administré en regién pélvica con una
mediana de dosis de 36,7 Gy (21-50,4). Los diagndsticos de
estas pacientes fueron: Sarcoma de Partes blandas no
rabdomiosarcoma pélvico (1), sarcoma de Partes blandas
rabdomiosarcoma paravesical (1), sarcoma de Ewing iliaco (1)y
tumor de Wilms con ruptura del tumor intraoperatoria (2)

e Finalmente otras 5 pacientes recibieron RT segun protocolo en
diferentes localizaciones supradiafragmaticas.

Entre las 8 pacientes con RT posible, en 3 casos era sobre regidn pélvica
y en 5 en otras localizaciones supradiafragmaticas. Entre las posibles sobre
region pélvica: En 2 casos finalmente si se administrd (dosis de 41 Gy en paciente
con rabdomiosarcoma gluteo y de 19,8 Gy en paciente con EH con afectacion
iliaca) y en un caso finalmente no se utilizé al encontrarse la paciente en RC tras
Cirugia y QT (diagndstico de rabdomiosarcoma uterino).

e Radioterapia pélvica
El nimero total de pacientes que ha recibido RT pélvica es de 7, con una
mediana de dosis de 34,9 Gy (19,8-50,4). Sus diagndsticos se desglosan en la
Figura 43:

Figura 43: distribucion de diagnédsticos en pacientes que recibieron RT pélvica

Pacientes con RT pélvica

SARCOMA EWING 1 ‘

SARCOMA PB RABDO 2

SARCOMA PB NO RABDO ‘
WILMS 2

HODKING

0 0,5 1 1,5 2

La mediana en dias desde la realizacion de CCO y la administracion de
ICT es de 19,5 dias (IQR 7-29) y en el caso de los tumores sélidos con RT en zona
pélvica de 109 dias (IQR 46,8- 170,5).

=  Agentes alquilantes

En 49 pacientes de 51 (96%), estaba previsto la administracién de algun
AAa lo largo del tratamiento y a cualquier dosis (Figura 44).

- 160 -



:: RESULTADOS

Figura 44 : distribucion de los diferentes AA previstos en el tratamiento de las pacientes
de la serie

Agentes alquilantes utilizados

CCNU
PROCARBACINA
MELFALAN
TIOTEPA
IFOSFAMIDA
BUSULFAN

CFM

= CFM

La CFM ha sido el AA mas utilizado. En el 68,6% de las pacientes (35
casos) se ha utilizado en algiin momento del tratamiento, aunque en 6 pacientes
con LMAy en una con SMD exclusivamente como acondicionamiento previo a
TPH (Figura 45).

Figura 45 : Distribucién de los diferentes diagnésticos en los se ha utilizado CFM

Diagnésticos y CFM

WILMS
MEDULOBLASTOMA
SMD

HODKING

LMA

SARCOMA EWING
LLA

0 2 4 6 8 10 12 14

La dosis de CFM utilizada como acondicionamiento fue en todos los
casos de 3600 mg/m? para las pacientes con LA y de 1200 mg/m? en el caso de la
paciente con SMD.
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La mediana de dosis de CFM en pacientes con LLA pre-TPH fue de 4000
mg/m? (IQR 3250-4000). La mediana de dosis en las pacientes con sarcoma de
Ewing fue de 1500 mg/m? (IQR 1500-12000). En las pacientes con EH la mediana
de dosis fue de 2000 mg/m? (IQR 2000-4000). La paciente diagnosticada de
meduloblastoma diseminado recibié una dosis de 4000 mg/m? y el caso del
tumor de Wilms de 1350 mg/m?.

= IFOSFAMIDA

Un total de 15 pacientes (29.4%) recibieron Ifosfamida a lo largo de su
tratamiento oncoldgico, la mediana de dosis fue 54000 mg/m? (IQR 54.000-
54000). La distribucion por diagndsticos: 7 pacientes con sarcomas de Ewing, 3
pacientes con rabdomiosarcomas, 1 paciente con sarcoma de PB no rabdo, 1
paciente con osteosarcoma y 3 pacientes con TCG

= PROCARBACINA

Sélo una paciente con diagnodstico de EH finalmente recibio
procarbacina a una dosis de 5600 mg/m?2. Dos pacientes mas podian haberla
llevado, pero finalmente tras aleatorizacidn les correspondié dacarbacina.

= CCNU

Sélo una paciente con diagndstico de meduloblastoma recibié CCNU a
una dosis de 400 mg/m?2.

=  BUSULFAN - TIOTEPA- MELFALAN

Un total de 18 pacientes se acondicionaron con busulfan a las dosis
estandar establecidas en funcidon del peso En 2 casos, a este acondicionamiento
se le afiadié Melfalan (140 mg/m?) yen 12 ocasiones se asocid Tiotepa a dosis
habituales (300mg/m?). En la paciente con un meduloblastoma se realizé TPH en
tandem acondicionado en las 2 ocasiones con Tiotepa exclusivamente (900
mg/m? por procedimiento).

8.6.2 Proceso preparacion y ejecucion de la CCO

8.6.2.1 Realizacion de estudio preoperatorio
8.6.2.1.1 Resultados analitica hormonal previa

En las 51 pacientes del programa, se realizé analitica hormonal previa al
procedimiento.

Dadas las circunstancias especificas de estas pacientes en ninguna
ocasidn se tuvo en cuenta el dia del ciclo menstrual a la hora de la planificacidn
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del analisis. En el 94% de las pacientes se realizé en el mismo dia de la
intervencion (previamente a CCO).

Se detalla la mediana y IQR de las principales categorias hormonales
estudiadas en el programa, diferenciando entre aquellas pacientes que llevaron
QT previa a la CCO (y por tanto a la extraccidon de la analitica) y las que no y
distinguiendo también los resultados en funcién de su desarrollo puberal (Tabla
14) (Tabla 15):

Tabla 14 : Resultados de las principales variables analiticas hormonales estudiadas en
aquellas pacientes sin QT previa a la extraccion de la analitica

AMH LH ESTRADIOL
FSH (1U/I

(ng/ml) (/) (1u/1) pg/ml
Prepuber 10,1 (IQR 6- 2,9 (IQR 0,4 (IQR
(n=5) 23,4) 2,3-3,6) 0,2-0,9) SlllelRe=erE)

. 17,3 (IQR 13,1- | 5,6 (IQR 2,2 (IQR 45,5 (IQR 43-
(n=

Puber n=10) 28,2) 3,2-6,2) 0,8-6,4) 56)

Tabla 15: Resultados de las principales variables analiticas hormonales estudiadas en
aquellas pacientes con QT previa a la extraccion de la analitica

ESTRADIOL
AMH (pM/ml) | FSH (mU/ml LH(mU/ml
(pM/mi) | FSH (mU/ml) | LH(mU/mD) | °)
Prepuber 2,7 (IQR1,4- | 0,1(IQRO,1-
(n=19) 3,6 (IQR 0,1-8) 3.7) 0,1) 0 (IQR 0-10,8)
Plber 1,1 (1QRO,1- 4,7 (IQR2,8- | 6,2(IQR1,3- | 18(IQR 8,3-
(h=17) 7,2) 25,1) 9,5) 30,8)

La mediana de tiempo entre la ultima dosis de QT y la extraccion de
analitica es de 23 dias (IQR 21,3- 44,3) con un minimo de 5 dias y un maximo de
1663 (dato disponible en 25 pacientes)

8.6.2.1.2  Ecografia ovarica

En las 51 pacientes se realizd ecografia previa a la realizacion de la CCO.
En todas, excepto enla del tumor ovarico, se descartaba por imagen ecografica
que existieran lesiones ovdricas sugestivas de malignidad. En 44 casos (86,3 %)
fue realizada por radidlogas pediatricas especializadas en ecografia infantil. En
las otras 7 pacientes (13,7%), fue realizada por el equipo de ginecdlogos de
reproduccién. En este ultimo grupo la mediana de edad de las pacientes fue de
13,5 afios (8,6-16,1). El motivo para ser realizada por diferentes equipos, fue
exclusivamente la cronologia del programa, ya que se trataron de las primeras 7
pacientes tras el inicio del mismo tal y como se describe en el apartado 4.1.2.5
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Disponemos de los datos ecograficos de las 44 pacientes realizadas por
el servicio de radiologia, aunque por diferentes motivos no de todas, ni de
ambos ovarios es posible describirlos volimenes y/o RFA. Entre los motivos, la
edad de las pacientes ha sido determinante, ya que en 8 casos (7 prepuber y 1
puber), no se conseguian visualizar los ovarios debido a su pequefio tamafio o
vejiga a maxima replecion. La mediana de edad en este subgrupo grupo es de
4,3 afios(2,8-15,3). En algunas ocasiones el informe hacia referencia a multiples
foliculos, sin poder contabilizar el nimero exacto en varias pacientes y la
informacion sobre el tamafio de los foliculos también no ha sido homogénea.

Resultados obtenidos sobre el volumen ovarico y el nimero de RFA de
las pacientes de la serie, diferenciando desarrollo puberal (Tabla 16):

Tabla 16 : Resultados de los volumenes ovaricos (cc) Y RFA (mediana y IQR) de las
pacientes del programa

DESARROLLO
PUBERAL
LUGAR ECOGRAFIA

VOLUMEN OVARICO (cc) | RFA

PREPUBER (24)

Realizadas en RX

Datos disponibles
15 pacientes (30 ovarios)

Datos disponibles
16 pacientes (18 ovarios)

(23). Mediana Vol 1,1 cc (IQR Mediana VOL FA 3 (IQR
Realizadas por 0,5-1,6) 1-8)
Repro (1) Y
PUB.ER (27) Datos disponibles Datos disponibles
Realizadas en RX . X . X
(21) 15 pacientes (30 ovarios) | 20 pacientes (24 ovarios)
Realizadas por Mediana Vol 5,8 cc (IQR Mediana VOL FA 6,5

1,5- IQR 2,8-
Repro (6) ,5-9,8) (IQR 2,8-8)

Se muestran a continuacién algunas imagenes obtenidas durante la
realizacion de las ecografias ovarica transabdominal con la mediciéon del

volumen ovdrico y del tamafio de foliculos antrales (Figura 46,43,44,45):
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Figura 46 Figura 47

Figura 48 Figura 49

8.6.2.2 Caracterizacion del procedimiento quirtrgico.

En 38 pacientes (74,5%) la técnica quirdrgica realizada consistié en una
ooforectomia parcial y en 13 casos (25,5%) ooforectomia total. En el grupo de
ooforectomia parcial la mediana de edad de las pacientes es de 12,7 afios (IQR
10,3 -13,7) siendo la minima 3,8 y la maxima 16,1 afios. En el grupo de
ooforectomia total la mediana de edad de las pacientes es de 6,3 afos (IQR 3,7 -
9,3) siendo la minima 2,8 y la maxima 18,1 afios.

En 36 casos (70,5%) el ovario intervenido fue el derecho y 15 (29,5%) el
izquierdo.

En 6 casos se asocié pexia del ovario contralateral al procedimiento
estandar de CCO. Todas ellas iban a recibir RT en zona pélvica ademas de
poliguimioterapia. Dos de ellas con diagndstico de sarcoma de Ewing, 4
sarcomas de partes blandas (3 rabdomiosarcomas y 1sarcoma PB no rabdo). La
mediana de edad de estas pacientes es de 14,1 afios IQR 13,5-14,5), siendo la
edad minima de 3,7 y la edad maxima de 15,3 afios.
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= Detalles de la pacientes sometidas a ooforectomia total

Todas las pacientes a las que se practicé ooforectomia total pertenecian
al grupo de alto riesgo gonadotdxico, excepto 1 que correspondia al grupo de
riesgo intermedio-riesgo alto.

Se detallan sus diagndsticos y/o tratamiento previsto (Figura 50):

Figura 50 : Diagndsticos y/o tratamientos de las pacientes sometidas a ooforectomia
total (13 casos)

Ooforectomia Total

8%

8%

W LLA+TPH

WT.SNC+TPH

RT abdominal

Solo en un caso el volumen ovérico no fue el motivo de realizar una
ooforectomia total. Se trata de una paciente de 18 afios afecta de teratoma
ovdrico (con antecedente de teratoma inmaduro en ovario contralateral hacia 4
afios manejado entonces con QT + Cirugia). Se procedié a la extirpacién
completa del tumor y durante la anexiotomia se consiguié procesar tejido de
corteza ovarica no afecto macroscépicamente por el tumor.

En los restantes 12 casos, el motivo de realizarla fue la suma de 2
factores: alto riesgo gonadotdxico y volumen ovarico muy pequefio.

En los informes ecograficos de estas pacientes en 7 ocasiones no se
consigue visualizar ovariosy entre los ovarios de las 6 pacientes en las que se
dispone el tamafio la mediana del volumen es de 1 cc (IQR 0,2-2).

=  Equipo quirurgico responsable de la CCO

El equipo quirdrgico encargado de realizar la intervencion fue: cirugia
pediatrica (CP) en 46 casos (90,1 %), reproduccidn 2 casos y ambos equipos en 3
pacientes.
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La mediana de edad de las 46 pacientes realizadas por el equipo de CP
es de 10,4 afios (IQR 7,4-13,4), siendo la minima edad 2,8 afios. En las otras 5
pacientes (Reproduccion o ambos) es de 14,5 afios (IQR 13,6-16,2), siendo la
maxima edad 18,1 afos. Los motivos para que no fueran realizadas
exclusivamente por CP han sido: momento cronoldgico del programa, pacientes
que debutaron en edad pediatrica pero con recaidas en etapa adolescente-
adulta, cambio de punto de corte del hospital de edad pediatrica (inicialmente <
14 afios, posteriormente < 15 afios).

Se muestran algunas imagenes obtenidas durante la intervencién
(Figura 51, 52, 53):

Figura 51 Figura 52

Figura 53
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=  Complicaciones quirurgicas relacionadas con la CCO

No se han producido complicaciones relacionadas con la cirugia en
ningln caso, independientemente de sise ha asociado pexia o no a la CCO. No
ha habido ningun caso con necesidad de ingreso en UCIP. Se ha procedido al alta
hospitalaria 24 horas tras la intervencién en todos los casos, excepto aquellas
pacientes que debian prolongar su estancia por otros motivos ajenos a la
intervencion (inicio del tratamiento QT, procedimiento aféresis, completar
estudios diagndsticos). No se ha producido en ningun caso retraso en el inicio del
tratamiento previsto por los médicos responsables independientemente de que
fueran de nuestro centro o derivadas de otros hospitales.

=  Descripcion de los procedimientos asociados a la CCO

En 30 pacientes (58,8%) se ha procedido a realizar durante el mismo
acto anestésico requerido para la CCO, otros procedimientos necesarios para la
paciente que precisaban sedacion. El total de procedimientos asociados ha sido
41, de los cuales 37 habian sido planificados previamente y 4 fueron incidencias
quirdrgicas que se resolvieron en ese momento (2 casos de reseccién de un
quiste ovdrico y 2 casos de cierre de orificio de hernia inguinal).

Se detallan los procedimientos asociados realizados (Figura 54) y el vol
de ellos por paciente (Figura 55) :

Figura 54 : Descriptivo de los procedimientos asociados a la CCO

Procedimientos asociados

M colocacién CVC
& AMO
wPMO
W PL
Cirugia del tumor
L Retirada catéter doble J

M Incidencias quirurgicas

En 8 pacientes se realizé mas de un procedimiento asociado tal y como
se detalla en la siguiente grafica:
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Figura 55: Numero de procedimientos asociados por paciente

Numero de procedimientos asociados

25

10 -~

8.6.3 Estudio descriptivo de la corteza ovarica
criopreservada

8.6.3.1.1 Analisis de la poblacion foliculary relacién con las caracteristicas
clinicas y analiticas de las pacientes

En las 51 pacientes se envié muestra de la corteza ovarica extraida al
servicio de AP.

No se ha detectado ningun signo de malignidad en las muestras
enviadas, exceptuando el caso de la paciente diagnosticada de tumor ovdrico,
cuyo informe final fue de teratoma maduro. No se dispone en esta paciente de
un informe adicional de AP sobre la corteza criopreservada, aunque en el banco
de tejidos dela CV, se dispone de 2 alicuotas con diferentes fragmentos de tejido
ovdrico, que podrian utilizarse en un futuro para confirmar su normalidad previo
a un reimplante.

En todas las pacientes se ha solicitado valoracién de FP, ademas del
estudio histoldgico para descartar malignidad. Se detallan a continuaciéon los
resultados de las muestras respecto al vol de FP diferenciando entre las
pacientes que habian llevado QT previa a la CCO de las que no (Figura 56):
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Figura 56: Descripcion del tejido ovarico en relacion al vol de FP

Foliculos primordiales en tejido ovarico

& NO QT PREVIA & QT PREVIA

16

NO FP FP NORMALES FP ESCASOS FP AUSENTES
DISPONIBLE NUMEROSOS

En 7 casos el resultado histoldgico describia tejido ovarico con escasos
o ausentes FP. Se detallan a continuacidn algunas caracteristicas clinicas y
analiticas de dichas pacientes (Tabla 17):

Tabla 17: descripcion pacientes con escasos o ausentes FP en la muestra enviada a AP

ar AMH
EDAD CCO - VOL PREVIA APY
DESARROLLO DIAGNOSTICO :REVI OVARICO | CCO COMENTARIOS
(ng/ml)
13,9 HODGKIN NO ND 28,9 Escasos FP
PUBER ’
16,1 LLA RECAIDA Sl ND 1,6 Escasos FP
PUBER , scasos
33 Ausentes FP
PREPUBER LLA RECAIDA Sl 0,3y0,5 5 Muest[a muy
pequefia
Ausentes FP
6,2 p No se
! . LLA RECAIDA | M
PREPUBER E s visualizan | © uestra muy
pequefia
a4 Ausentes FP
PREPUBER T.WILMS Sl 0,2y 0,2 0 Muest[a muy
pequefia
14,7 Ausentes FP
PUBER OSTEOSARCOMA Sl 14y 3cc 0
117 Ausentes FP
PUBER EGC NO 5,7y 6,9 15,7 Muest[a muy
pequefia
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8.6.3.1.2 Derivacion de muestras para estudio por servicio de biologia
molecular/Hematologia

En 22 pacientes se obtuvo un fragmento extra para ser
analizado/conservado por los laboratorios de biologia molecular/hematologia.
Los diagndsticos subyacentes de estas pacientes son: 11 casos de LLA, 8 casos de
LMA'y 3 casos de SMD.

8.6.3.1.3 Derivacion de muestras al Banco de Tejidos de la Comunidad
Valenciana

De todas las pacientes se ha enviado el tejido ovarico al BTCV para su
procesamiento, posterior almacenamiento y futuro uso clinico. En todos los
casos se conservan en la actualidad dichas muestras almacenadas, salvo en 1
caso, en el que tras el fallecimiento de la paciente se ha utilizado para
investigacién todo el tejido.

En 31 casos (60,7%), se dispone de un fragmento adicional para
investigacion en el BTCV. En 3 casos se ha utilizado ya ese fragmento con esta
finalidad. La incorporacién de ese fragmento al circuito ha sido progresiva
conforme se han incluido mas pacientes en el programa, aunque desde el inicio
ya se contempld para todas las pacientes con neoplasias hematoldgicas.

Se detalla el resumen de alicuotas destinadas para uso clinico
disponibles en el BTCV (Figura 57):

Figura 57: descripcion del vol de alicuotas disponibles para uso clinico

Numero de alicuotas por paciente

5 ALICUOTAS
4 ALICUOTAS i3u

3 ALICUOTAS |z
2 ALICUOTAS 3

1 ALICUOTA 0

0 10 20 30 40 50

Se dispone de informacién sobre el nimero de fragmentos guardados
por alicuota en 34 pacientes (66,6%). Atendiendo al numero de alicuotas
guardadas en estas pacientes (81) y el nimero de fragmentos en cada alicuota
(suma total 226), la mediana de fragmentos por alicuota es de 2,8 (2-5).
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8.6.4 Analisis descriptivo del seguimiento de las
pacientes incluidas en el programa de PF

8.6.4.1.1 Resumen situacion actual de las pacientes

De las 51 pacientes incluidas en el programa de PF, actualmente 38
viven (74,5%) y 13 (25,5%) han fallecido.

Detallamos la situacion actual atendiendo al diagndstico de base (Figura
58):

Figura 58 : Descripcidon del estado actual de todas las pacientes segun diagnésticos

Estado actual segun diagndstico

OSTEOSARCOMA
EGC

TCG
MEDULOBLASTOMA
T.OVARICO

WILMS

SMD

SPB NO RABDO

RABDO

EH
EWING

LMA

LLA

W EXITUS wVIVE

= Datos generales de las pacientes vivas

Entre las 38 pacientes que viven en el momento actual, 1 de ellas
presenta enfermedad refractaria en este momentoy las otras 37 (72,5% sobre el
total) se encuentran en RC de su enfermedad con una mediana de seguimiento
de 1,9 afos (IQR 0,5-3,9), con un minimo de 0.1 y un maximo de 6,2 afos.
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La mediana de edad de estas pacientes en el momento de la CCO es de
12 afos (IQR 8,7-13,6), siendo la minima 2,8 y la mayor 18,1 afios. La mediana de
la edad en la ultima visita es de 13,04 afios (IQR 11,4-15,6), siendo la maxima
23,1 afios.

Se describen a continuacion las distintas medianas de tiempo de
seguimiento atendiendo a las enfermedades de base (Figura 59):

Figura 59: Diagrama de cajas y bigotes comparando tiempo de seguimiento segin
enfermedad de base (expresado en afios)

6—1

2+

=

T T T T T T T
LLA LMA EWING  RABDOS LH SMD TCG

= Datos generales de las pacientes que han fallecido

La mediana de edad de las pacientes que han fallecido cuando se realizé
la CCO es de 10,3 afios 'IQR 6,3 -12,7) y la mediana de edad en el momento del
éxitus de 10,6 afios (IQR 6,1-13,5). La mediana de tiempo entre la realizacién de
CCOy el fallecimiento es de 7,7 meses (IQR 3,8- 11), siendo el tiempo minimo 23
dias y el maximo 5,6 afos.

Las causas del fallecimiento fueron en 5 casos (38,4 %) complicaciones
derivadas del tratamiento administrado ‘1 caso de Sd linfoproliferativo post-TPH,
2 casos de sepsis bacteriana, 1 caso de fallo del implante, 1 casos complicaciones
secundarias a EICH), en 8 casos (61,6 %) relacionada directamente con la
progresién de la enfermedad.

8.6.4.1.2 Inicio del seguimiento funcién ovarica y controles analiticos
realizados

=  Opciones de seguimiento

Las diferentes situaciones posibles de seguimiento de las pacientes
vivasincluidas en el programa de PF se desglosan a continuacién (Figura 60):
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Figura 60: Consultas de seguimiento actual de las pacientes incluidas en el programa

Seguimiento pacientes
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En el grupo de pacientes que solo son seguidas en consulta de OP se
incluyen 7 pacientes prepuberes con una mediana de edad en la ultima visita de
5,4 aios (IQR 4,9-6,6), con un minimo de 3,5 y un maximo de 8,1 afios. También
estan incluidas en este grupo otros 7 casos que han terminado hace menos de 6
meses su tratamiento oncoldgico.

En el caso delas 5 pacientes seguidas por OP+ endocrino + gine/repro
pueden describirse 2 situaciones: pacientes que estén controladas por los 3
servicios simultaneamente por ser altamente complejas con patologia muy
especifica (2 casos de pacientes postrasplantadas con EICH vaginal), o bien que
secuencialmente la consulta de endocrino pediatrico les haya dado de alta
remitiéndolas posteriormente al servicio de Ginecologia /Reproduccién ‘3 casos).

Cuatro pacientes han sido controladas por oncologia y directamente
por Ginecologia /Reproduccion dada su edad en el momento de CCO con una
mediana de 14,3 afios (IQR 13,8 -15,6). Ninguna de estas pacientes se ha
sometido aun TPH.

Todas las pacientes en las que se desconoce si han iniciado o no
seguimiento diferente al oncolégico son pacientes derivadas de otros hospitales
en las que no se ha conseguido la situacidén concreta a este respecto.

=  Controles analiticos realizados

En 16 pacientes (42,1%) no se dispone de los datos analiticos
hormonales posteriores a la realizacion de la CCO debido a diferentes
circunstancias: En 7 pacientes la CCO se ha realizado recientemente y las demas
pacientes proceden de otros hospitales, quedando pendiente la actualizacion de
estos datos.
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En las restantes 22 pacientes, se dispone de =1 control hormonal
posterior al procedimiento. En el caso de las 3 pacientes que contintian estando
en edad prepuber durante el seguimiento es un control exclusivo de AMH,
mientras que en el resto habitualmente es un perfil hormonal completo.

Se dispone de valores de AMH antes y después del tratamiento en 16
pacientes siendo al diagndstico 8 prepuberes y 8 puberes. La comparativa de los
valores previos a la CCO y posteriores al final del tratamiento quedan detallados
a continuacidn, distinguiendo ademads entre las que habian llevado QT previa a la
CCO (Figura 61) (Figura 62) (Figura 64) (Figura 64):

Figura 61: Evolucion valores AMH en pacientes prepuberes sin QT previa

Prepuberes sin QT previa
200

100

AMH PRE CCO AMH POST CCO

@=(mwPACIENTE 1 es@mwPACIENTE 2

Mediana de tiempo entre ambas determinaciones 19,4 meses (2,2-36,5)

Figura 62 : Evolucion valores AMH en pacientes prepuberes CON QT previa

Prepuberes con QT previa

15

10 i

AMH PRE CCO AMH POST CCO

e=(mwPACIENTE 1 @=PACIENTE 2 ey wwPACIENTE 3
epemPACIENTE 4 ei@mPACIENTE 5 @=OmPACIENTE 6

Mediana de tiempo entre ambas determinaciones 24,9 meses (IQR 14,2-49,3)
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Figura 63 : Evolucion valores AMH en pacientes puberes sin QT previa
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Mediana de tiempo entre ambas determinaciones 10,1 meses (IQR 8,6-45,5)

Figura 64 : Evolucion valores AMH en pacientes puberes CON QT previa

Puberes con QT previa

15

10

AMH PRE CCO AMH POST CCO

@(uwPACIENTE 1 es@swPACIENTE 2 eww»PACIENTE 3

Mediana de tiempo entre ambas determinaciones 24,9 meses (IQR 14,2-49,3)
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8.6.4.1.3  Evaluacion general de lafuncion ovdrica. Prevalencia de FOP en la
serie estudiada

Se esquematiza a continuacion la situacion de funcién ovarica de las
pacientes incluidas en el programa de PF (Figura 65). Agrupamos como pacientes
con funcién ovarica NO evaluable las siguientes situaciones:

= Agquellas pacientes que han fallecido sin disponer de datos sobre su
funcion ovarica

=  Pacientes vivas que no han iniciado seguimiento (muy jévenes o
tratamiento muy reciente)

=  Pacientes con seguimiento desconocido
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Por edad

Figura 65: Representacion esquematica de la funcion ovarica de las pacientes incluidas en el programa de PF
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En un 60 7% de las pacientes (31 casos) la situacidon ovarica no es
evaluable. No han iniciado seguimiento 15 pacientes, los datos no estan
disponibles en 4 y de 12 pacientes fallecidas no se dispone ningun dato de
funcién ovarica previo al éxitus.

Globalmente la tasa de fallo ovarico precoz entre las pacientes
evaluables de nuestra serie es del 65 % (13 pacientes sobre un total de 20).

Los diagndsticos las pacientes diagnosticadas de FOP se resumen
graficamente (Figura 66):

Figura 66 : Distribucion de pacientes con FOP seguin enfermedad de base
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La mediana de tiempo de seguimiento entre las 19 pacientes evaluables
que actualmente viven es de 3,7 anos (IQR 2,7-4,7). Si diferenciamos estos datos
entre las pacientes segun diagndstico o no de FOP encontramos:

Mediana de seguimiento entre todas las pacientes con FOP 3,8 (IQR 3-
4,7), siendo el minimo 0,4 y el maximo de 6,2 afios.

Mediana de seguimiento entre las evaluables no diagnosticadas de FOP
es de 2,5 afios (IQR 0,8-4,1), siendo el minimo 0,3 y el maximo de 4,9 afios. Si
agrupamos a las pacientes sin FOP, junto aquellas mas jovenes, aquellas con
tratamiento muy reciente o falta de actualizacién de su situacién ovarica,
encontramos en este grupo una mediana de seguimiento de 0,7 afios (IQR 0,4-
3,1).
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De las pacientes fallecidas la informacidn sobre su funcién ovarica no
esta disponible por la corta evolucién desde CCO hasta el fallecimiento, excepto
en una paciente prepuber (meduloblastoma diseminado) con fallo gonadal
completo (descripcion mas adelante).

8.6.4.1.4 Analisis descriptivo de las 8 pacientes evaluables prepuberes al
diagnostico:

= Normalidad funcién ovarica

Una paciente con diagndstico de base de Sarcoma de Ewing localizado
(tratamiento recibido AA a dosis altas, sin RT y sin auto-TPH) y una paciente
diagnosticada SMD (tratamiento recibido Alo TPH acondicionado con TBI y CFM
a dosis bajas), han realizado un desarrollo puberal normal, actualmente
presentan menstruaciones regulares y analiticas hormonales dentro de la
normalidad.

= Dafio gonadal completo

Encontramos en este grupo a5 pacientes diagnosticadas de FOP/dafio
gonadal completo asociando alteraciones del desarrollo puberal (PR confirmada
o probable) (Tabla 18). Cuatro de ellas viven en RC, con una mediana de
seguimiento de 4,2 afios (IQR 3,7-4,4).

Las pacientes 2 y 4, no cumplen estrictamente los criterios de PR
porque todavia no han cumplido los 13 afios, pero dada su evolucién en estos
anos y los datos analiticos hormonales se han considerado como patoldgicas.

En las 2 pacientes en las que se ha iniciado tratamiento este ha
consistido en administracién progresiva de estrégenos, con intencion de
asociarlos a progestdgenos cuando completen desarrollo puberal. En lo
referente a la respuesta al tratamiento una de ellas inici6 su desarrollo puberal a
los pocos meses de comenzarlo y la otra paciente acaba de empezar por lo que
no se disponen datos de la evolucion.

A estas 4 pacientes también afiadimos el caso de una paciente fallecida,
prepuber en el momento de CCO, que a lo largo de su evolucidon llegd a
diagnosticarse de FOP /fallo gonadal completo, aunque no inicié THS (5,5 afios
de seguimiento). Sus datos se han afadido a la Tabla 18.
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Tabla 18 : Descripcidn de las pacientes prepuberes con FOP

:: RESULTADOS

- o P
Edad QT AMH previa TT recibido Edad UV T . AMH dltima | THS
. (ng/ml) seguimie | (ng/ml) Edad
Dg cco previa . gonado Status L. .
(afios) cco FSH previa toxico (afios) nto FSH maxima | Inicio
(ui/) (afios) (ui/) (afios)
gﬂeduloblastom . o 741 _I;;I;(e:Ea 14,2 - i _
L ' 0.2 ey EXITUS g 29,7
diseminado tandem
NO
. 9 12,3 <0,08 .
LLA MAR 7,5 S 32 ICT Vive RC 4,8 99.5 Pgnfi{ent
e inicio
16 14,3 <0,08 st
LLA MAR 10,4 Sl 5 ICT Vive RC 4,3 50 13,4
) . 4 12,4 <0,08 Si
LLA Recaida 9,4 Sl 42 ICT Vive RC 2,7 16 12,4
, . 2 , 13,1 - NO
LMA Recaida 8,5 Sl 0,7 Busulfan Vive RC 4 373
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= Dafo gonadal incompleto

Confirmado en una paciente que se diagnosticé de Sarcoma de Ewing
grupo 3 de tratamiento a los 10,3 afios, y que ha iniciado desarrollo puberal
durante su seguimiento endocrinoldgico tras finalizar el tratamiento que motivd
la CCO (AA altas dosis, auto-TPH acondicionado con Melfalan). Edad en la dltima
visita de 13,8 afios, con hallazgos analiticos repetidos de FOP (FSH maxima 64,9
mU/ml). De momento no ha iniciado THS. ES la Unica paciente de la serie con
enfermedad activa en estos momentos.

8.6.4.1.5 Analisis descriptivo de las 12 pacientes evaluables puberes al
diagnostico:

= Normalidad funcidn ovarica

Cuatro pacientes (33,3 %) actualmente presentan una adecuada funcién
ovdrica. La mediana de edad en el momento de la CCO es de 13,7 afios (IQR
12,6-14,1). La mediana de edad en la dltima visita es de 14,8 afios IQR 13,7-
16,4). La mediana de tiempo de seguimiento es de 1,7 afios (IQR 0,9-3,1). Sus
diagnésticos son: EH (1), TCG (2), osteosarcoma (1). Actualmente todas tienen
menstruaciones regulares, con analiticas hormonales dentro de la normalidad.
En la paciente con EH (tratada finalmente con dacarbacina) se dispone de valor
de AMH post tratamiento siendo de 89 ng/ml (4,8 afios tras finalizar el
tratamiento) y en la paciente con TCG mediastinico (finalmente no consolidado
con auto-TPH) la AMH post tratamiento es de 6,5 ng/ml (8,2 meses tras finalizar
terapia).

=  Bajareserva ovdrica

Una paciente tratada de EH con 13,5 afios y actualmente con 19,8 afios
se ha catalogado como baja reserva ovarica por valores permanentemente
indetectables de hormona AMH, siendo sus ciclos menstruales regulares y el
resto de analitica hormonal normal por el momento, ver apartado 5.1.4.1.6.

= FOP

Siete pacientes (58,8%) cumplen criterios de FOP establecido. Ver
detalles clinicos y analiticos (Tabla 19). La mediana de edad de estas pacientes
en el momento de realizacidn de la CCO es de 13,6 aios (IQR 13,4-15,5), con una
edad minima de 12,6 y una edad maxima de 18,1 afios. La mediana de edad en la
Ultima visita es de 16,7 afios |IQR 16,1-19).
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Tabla 19 : Descripcidon de las pacientes puberes con FOP

. o o
Edad ar AMH previaCCO | TT N Edad UV T a AMH ultima THS
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En este grupo de pacientes 6 de ellas llevan THS' La mediana de edad al
inicio del mismo es de 15,1 afios (IQR 14,7-15,6). La mediana del tiempo medio
transcurrido entre el final del tratamiento y el inicio de THS es de 12,2 meses
QR 9,3-28,4).

En todos los casos el THS en las pacientes puberales ha consistido en
tratamiento combinado de estrégenos con progestagenos. En todas ellas, salvo
en una, los valores se han normalizado una vez instaurado.

En 6 de las 7 pacientes diagnosticadas de FOP, se disponen datos de
AMH previa a CCOy AMH posterior a la finalizacién del tratamiento. La mediana
de tiempo entre ambas determinaciones es de 10,1 meses (IQR 8,6-45,9) y en el
100 % los casos los valores ultimos se encuentran por debajo del nivel de
deteccién de la técnica.

8.6.4.1.6  Técnicas PF post-tratamiento

Se ha ofrecido técnicas de PF post- tratamiento a una paciente en todo
el programa. Su edad actual es de 19,8 afios fue diagnosticada de EH a los 13,5
afios y tratado con procarbacina (5600 mg/m?), CFM (2000 mg/m?) y RT
supradiafragmatica a una edad de 13,6 afios. Por hallazgo reiterado de AMH por
debajo de los limites de deteccién {con normalidad en FSH y estradiol) se le ha
ofrecido realizar ahora una vitrificacion de ovocitos y esta pendiente de su
ejecucion.
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8.7 Efecto de la administracion de QT sobre
tejido ovarico en pacientes pediatricas con
Leucemia Aguda

En el grupo de estudio se han incluido 22 pacientes con diagndsticos de
LLA (n=14) y LMA (n=8). En 14 casos se trataba de pacientes prepuberes con una
mediana de edad de 6,8 afios (IQR 4,3-8) y en 8 casos de pacientes puberes con
una mediana de edad de 13,1 afios {IQR 12,7-14).

En el grupo control se han incluido 10 pacientes con los siguientes
diagnosticos de base: SMD (n=4), Ewing (n=2), Meduloblastoma (n=1), TCG
(n=1), EGC (n=1), EH (n=1). En 4 casos se trataba de pacientes prepuberes con
una mediana de edad de 9,9 afos (IQR 9,4-10,3) y en 6 casos de pacientes
plberes con una mediana de edad de 13,4 afios {IQR 12,2-13,4).

El resumen de sus principales caracteristicas, asi como las
determinaciones hormonales previas a la CCO se detallan en la siguiente tabla
(Tabla 20):

Tabla 20 : Edad CCO, AMH y FSH previas a la CCO (expresado como mediana y rango
Intercuartilico)

Grupo QT GPre GP Grupo sin GCPre GCP
global (n=14) (n=8) QT global (n=4) (n=6)
(n=22) (n=10)

edad CCO 8,3 (5,6- 6,8 (4,3-8) | 13,1 11,2 (10,3- | 9,9 (9,4- | 13,4 (12,2-
12,7) (12,7-14) | 13,4) 10,3) 13,4)

AMH 17,3 (10,8- | 16,7 (7,6- | 17,3 3,3(0,2- 4,5(2,3- | 0,6(0,1-3)

previa 25,3) 36) (13,7- 7,3) 8,5)

Cco 24,2)

(ng/ml)

FSH previa | 3,3(1,6-5) | 3(1,8-3,8) | 4,1(1,7- 3(2,1-44) | 2,6(1,3- | 4,6(2,6-

CCO (1U/1) 5,8) 3,6) 9,7)

La diferencia mds destacable la encontramos en la mediana de edad de
los grupos de pacientes prepulberes de estudio y control ya que en este ultimo
s6lo agrupa a 4 casos.

En el grupo de estudio la mediana de tiempo entre la dltima dosis de
QT vy la realizacién de la CCO es de 29 dias IQR 21,5-46,5), que explica las
diferencias en las determinaciones hormonales de AMH, realizadas en el mismo
dia o el dia previo a la CCO.
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8.7.1 Estudio estructural del tejido ovarico

A pesar de que uno de los mecanismos sugeridos por el que la QT
puede dafiar el ovario es mediante mecanismos indirectos, es decir, a través del
dafio a nivel del estroma ovarico, no encontramos alteraciones estructurales en
el estroma y estructuras foliculares de las muestras de CO en ninguno de los
grupos estudiados. En la mayoria de las muestras la poblacién prioritaria estaba
compuesta por foliculos primordiales (Figura 67)

Figura 67 : Muestras histoldgicas de CO de pacientes pediatricas prepuberes y puberes
sin tratamiento previo (A, B) y con tratamiento previo a la CCO (C, D) en las que se
observa una poblacion folicular predominante de foliculos primordiales.

Cuando la poblacién folicular fue cuantificada, en el GPre observamos
que no existian diferencias significativas en la densidad de foliculos totales,
primordiales, primarios o secundarios (4,11+2,62; 3,2+2,42; 0,89%0,94;
0,02+0,03) respecto al grupo control (3,65+1,00; 2,89+0,79; 0,73+0,47;
0,02+0,03). En cuanto a las pacientes puberes tampoco observamos diferencias
significativas en la densidad de los foliculos primordiales, primarios o
secundarios del GP (2,46+1,06; 1,57+0,63; 0,85+0,52; 0,03+0,03) en
comparacién con GCP (2,81+2,21; 1,79; 0,99+0,75; 0,04+0,02) (Figura 68)
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Figura 68 : Densidad folicular de los foliculos primordiales, primarios y secundarios de
los diferentes grupos de estudio (mediaxSD, p= NS).
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A continuacidn analizamos el porcentaje de foliculos en crecimiento en
cada uno de los grupos de estudio expresado como el % de vol de foliculos
primaros/ vol de foliculos totales. No se observaron diferencias significativas
entre las pacientes prepuberes (21,65%) y puberes (35,41%) que habian recibido
tratamiento previo a la CCO respecto a sus controles (19,72%; 32,14%). Sin
embargo se observé una tendencia al aumento del % de foliculos en crecimiento
en las pacientes tratadas con QT previamente (Figura 69).

Figura 69 : Porcentaje de foliculos en crecimiento segtin los grupos de estudio (p= NS).

Foliculos en crecimiento

a0
5
30
25
20
15

10

GCPre GPre GCP GP

- 187 -



:: RESULTADOS

8.7.2 Estudio de la activacion folicular

Con el propdsito de analizar el efecto de la quimioterapia sobre la
activacion o “burn out” folicular se analiz6 la extrusiéon del FoxO3 a nivel
proteico mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Observamos inmunotincién a nivel del citoplasma del ovocito como en
las células de la granulosa en los cuatro grupos de estudio indicando asi la
extrusion del FoxO3 y por lo tanto la activacién folicular (Figura 70).

Figura 70 : Muestras de CO de paciente prepuber (A) y puber (B) tratadas con QT
previamente al CCO. Se observa inmunotincion positiva a nivel del citoplasma folicular
y células de la granulosa en ambos grupos indicando asi la extrusion nuclear de FoxO3 y
por lo tanto la activacion del foliculo. También se observaron foliculos primordiales
quiescentes (flecha).

Con el fin de analizar de forma cuantitativa la activacion folicular se
llevd a cabo la cuantificacion en todos los grupos de los foliculos primordiales
que presentaban inmunotincién positiva a nivel citoplasmatico, indicativo de la
extrusiéon del FoxO3 y por lo tanto de la activacion.

El grado de activacion folicular en el GPre (1,17%0,53) era
significativamente mayor que en las pacientes del GCPre (0,15+0,11). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos GP (0,86+0,31) y GCP
(0,55+0,15) (Figura 71).
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Figura 71 : Cuantificacion de la extrusion nuclear del FoxO3 en foliculos primordiales en
los distintos grupos de estudio (C) (mediaxSD, *p<0,05).
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8.7.3 Estudio del dano celular

Con el propdsito de estudiar el grado de apoptosis se llevd a cabo un
ensayo mediante la técnica de Tunel y una cuantificacion por métodos
morfométricos (Figura 72). El nimero de células apoptoticas encontradas en las
muestras de CO de todos los grupos de studio fué muy reducido sin encontrar
diferencias significativas entre GPre (0,002+0,001) y GP (0,002+0,001) y sus
respectivos controles (GCPre: 0,0014+0,001; GCP: 0,002+0,001) (Figura 73).
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Figura 72 : En las imdagenes superiores se observa un escaso nimero de células
apoptoticas (rojo) en los diferentes grupos estudiados. Las imagenes inferiores
muestran el numero total de células de cada muestra teiidas con DAPI.
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Figura 73 : Cuantificacion de grado de apoptosis. No se observaron diferencias
significativas entre los diferentes grupos (mediaxSD, p= NS).
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9 DISCUSION

El campo de la Oncologia Pediatrica, no debe quedar al margen de los
avances experimentados por otras especialidades, cuando de ellos se deriven
potenciales beneficios para los pacientes. Ahora bien, cuando se trata de
técnicas enmarcadas en el terreno experimental, se deben tener en cuenta
algunas consideraciones por tratarse de una poblacidn especialmente
vulnerable.

Este trabajo, es el primero en Espafia, en describir especificamente
todos los detalles de un programa de PF en pacientes pediatricas y adolescentes.
Los logros y dificultades encontradas en el camino pueden sentar las bases para
un proyecto mas amplio a nivel nacional e internacional que permita que todas
las pacientes puedan beneficiarse de las técnicas de PF actualmente disponibles,
cuando asocien un riesgo gonadotdxico considerable.

La puesta en marcha del proyecto ha sido facil, en el sentido de que nos
hemos dejado arrastrar por el fuerte y contagioso impulso por preservar la
fertilidad en pacientes con cancer que existe en Valencia desde hace mas de una
década (Sanchez M 2008), pero a su vez muy compleja porque nadie ha
asentado unos criterios claros nacionales para pacientes pediatricas ni una
cronologia éptima en algunos casos determinados (Andres MM 2009).

El programa globalmente ha sido restrictivo en cuanto a su
ofrecimiento. En nuestro hospital el porcentaje medio anual de realizacién de
CCO sobre pacientes pediatricas diagnosticas es del 10,8 % en estos afios (O-
22,5), que va en la linea de otros equipos liderados por oncdlogos pediatricos
(Anderson RA 2008) (Wallace WHB 2014) y menor al de otros grupos con
criterios de inclusion mdas amplios (Jadoul P 2010). La reciente difusion de este
tema en reuniones y congresos de OP, junto con una mayor inquietud por parte
de los profesionales y las familias, han contribuido a que cada vez se hayan
sumado mas centros nacionales que deriven a pacientes de alto riesgo
gonadotodxico a nuestro hospital tal y como se describe en los resultados. La
corta edad de alguna de ellas no ha sido un inconveniente si existia una clara
indicacion del procedimiento. El indice de aceptacién de la técnica por parte de
las familias ha sido muy elevado (96,6%), comparado con otras series (61 % en el
equipo de Wallace). Una explicacién detallada, el ofrecimiento en pacientes muy
seleccionadas, la no implicacion de un retraso en el inicio del tratamiento
oncoldgico previsto y el elevado porcentaje de procedimientos asociados
durante el mismo acto anestésico, han sido clave en la elevada participacion en
nuestra serie.

La inclusion de las mayores de 12 afios en la toma de decisidn segin la

legislacion vigente, y la informacion adecuada a la edad del procedimiento en
pacientes todavia menores, ha sido gratamente positiva. Todas las participantes
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han realizado preguntas pertinentes segun su desarrollo madurativo, sin existir
disparidad de criterios de decision final entre ellas y sus responsables legales,
despertando en muchos casos una sensacion de esperanza respecto a su
enfermedad, que en el momento del diagndstico inicial muchas familias no
contemplaban. La conversacién con padres y nifias ‘en algunos casos muy
pequefias) sobre la posible descendencia futura ha sido muy enriquecedora y
confirma las peculiaridades de este programa en la etapa pediatrica (Grundy R
2001) (Wallace WH 2005).

El punto de corte inferior de edad para incluir a una paciente en un
programa de estas caracteristicas es debatible. Fisiolégicamente es posible
desde el nacimiento, ya que ademas cuanto mas pequefia es una mujer/nifia
mas posibilidades hay de encontrar una corteza ovdrica con abundantes FP
(Faddy MJ 1995). En la practica clinica las pacientes muy pequefias,
fundamentalmente las menores de 2 afos, presentan algunas desventajas que
puntualizar. El riesgo anestésico por debajo del afio de edad se considera
superior a otras franjas de edad y por eso algun centro han considerado los 12
meses como punto de corte (Shapira M 2014), aunque otros sin embargo
reflejan en sus series alguna paciente de edad inferior (0,8 aflos en 3 grupos)
(Jadoul P 2012) (Imbert R 2014) (Poirot CJ 2007). Nuestro equipo propuso un
minimo 2 afios como criterio de inclusién por varios motivos: el inicio de un
programa debe ser cauteloso especialmente con las pacientes mdas pequeiias,
globalmente la frecuencia de diagndsticos oncoldgicos por debajo de esa edad
es menor y algunas veces asocian resultados bastante mas pobres en lo
referente al prondstico a largo plazo (como puede ser el caso de las LLA en
lactantes). La paciente mas pequeia incluida en nuestro programa tiene 2,8
anos, habiendo recibido posteriormente a la CCO un tratamiento altamente
gonadotoxico (TPH acondicionado con Busulfan) por tratarse de una LLA de muy
alto riesgo. Nuestros resultados en las pacientes mas jévenes han sido igual de
satisfactorios que en las mas mayores. No ha habido ninguna complicacién
quirdrgica asociada y el tejido, a pesar de que se trataba de ovarios con
volimenes muy pequefios, ha sido procesado por personal especializado para
poder optimizar al maximo su uso. Tres de las pacientes mas pequefias (2.8, 3.7
y 4.4 afios) se han sometido a CCO porque iban a recibir dosis muy elevadas de
RT (>40 Gy) sobre region pélvica. En estas pacientes la informacion a las familias
deben incluir ademas el riesgo de la toxicidad de la RT sobre el Utero en edades
tan precoces, ya que se ha descrito riesgo aumentado de abortos, prematuridad
y bajo peso para la edad gestacional (Larsen EC 2004) (Green DM 2009) (Wallace
WH 2005). Tras la elaboraciéon de esta trabajo nos parece adecuado nuestro
punto de corte, aunque en pacientes seleccionadas de muy alto riesgo gonadal,
podria reconsiderarse viendo la experiencia positiva en otros centros. Por otra
parte nuestra serie incluye a 24 pacientes prepuberes (47 % sobre el total) con
una mediana de edad de 7,1 afios (2,8-10,5) corroborando que se trata de una
técnica totalmente aplicable en esta etapa de crecimiento. La reciente
publicacién del primer recién nacido gracias al autotrasplante de tejido ovarico
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recogido en edad prepuber, estimula aun mas a considerar esta técnica en edad
pediatrica en los casos seleccionados (Demeestere | 2015).

Como se ha comentado en los antecedentes, algunas de las opciones
que van asociadas a la CCO estan actualmente en pleno proceso de investigacion
como es el caso de la maduracién in vitro de los FP. Esta técnica, junto con la
maduracion in vitro de los ovocitos inmaduros extraidos durante la CCO, son
actualmente la clave para que las pacientes con algun riesgo descrito de
reintroducir células malignas tras el implante del tejido ovarico como las LA,
puedan disponer de opciones de descendencia bioldgica en el futuro (Novella-
Maestre E 2015) (Dolmans MM 2010). El tiempo necesario para que culminen
esas investigaciones y sus resultados sean aplicables a la practica clinica es
indeterminado. Viendo la evolucién de la CCO, asi como la de la vitrificacion de
ovocitos en los ultimos afios (Donnez J 2015), no es ninguna utopia pensar que
esta pacientes puedan llegar a utilizar de alguna manera ese tejido (en estos
casos en concreto sélo sus ovocitos maduros) cuando alcancen la vida adulta, asi
lo deseen y hayan experimentado un FOP (Schmidt KT 2013). La edad media de
las pacientes de nuestra serie es de 10 afios y es poco probable que vayan a
requerir su uso clinico antes de 15-20 afios mas. Una informacién a las familias
realista pero actualizada, asi como un planteamiento basado en “el mejor
interés para el nifilo” ampara a los profesionales a la hora de plantear estas
opciones a pacientes de riesgo muy elevado, a pesar de todas las incertidumbre
que se plantean (Andres M 2009).

La indicacién o no de esta técnica segun diagndstico y protocolo en
pediatria, supone uno de los temas mas complejos. Existen muchas variables a
tener en cuenta a la hora de predecir un riesgo global de FOP como hemos visto
ampliamente en los antecedentes: edad, desarrollo puberal, sexo, RT y dosis, QT
y dosis, combinaciones de farmacos y enfermedad de base. Muchos grupos,
incluido el nuestro, han considerado la clasificacion de Wallace y el panel de
Edimburgo descrito anteriormente, como una base de gran utilidad donde
asentar programas pediatricos de PF (Jadoul P 2010) (Poirot CJ 2007), pero hay
gue remarcar que existen algunos puntos controvertidos.

Tras la revision exhaustiva de la bibliografia y las diferentes experiencias
descritas con nifias a nivel internacional, se propone en esta tesis una nueva
clasificacion de riesgo gonadotdxico para niflas y adolescentes con cancer
(Valencia 2015), con ambito de uso preferentemente nacional, pero también
extensible a otros paises. Nuestra clasificacion propone 4 grupos, en lugar de los
3 planteados por Wallace (Wallace WH 2005). Se diferencian 2 subgrupos
diferentes dentro de el que su equipo consideré como intermedio (ver apartado
4.1.1.2). Considerar riesgo intermedio los porcentajes incluidos entre el 20 y 80
% de riesgo de gonadotoxicidad como describe el equipo escocés, tiene el
inconveniente de que engloba a una gran cantidad de pacientes con muy
diferentes patologias y tratamientos, donde asentar las indicaciones de técnicas
de PF resulta con frecuencia complicado.
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En esta cldsica clasificacion ademas, no se distingue entre nifos y nifas,
siendo el riesgo en algunos casos diferente. Por otra parte muchos protocolos
utilizados en la actualidad son de ambito internacional, pero no todos, por lo
que su adaptacidon espafiola es necesaria (Andres MM 2009). Desde la
publicacién inicial de esta clasificacion en el Lancet en 2005, son diversos los
trabajos que han aportado algun dato sobre el seguimiento de la funcién ovarica
en pacientes pedidtricos con esos diagndsticos y que podrian hacer considerar
alguna modificacion.

La enfermedad de Hodgkin particularmente, ha dado un vuelco
importante (Bramswig JH 2015). La mayoria de centros europeos, siguen
actualmente el protocolo EURONET para nifios y adolescentes y desde hace
pocos afos, la procarbacina ha sido sustituida por dacarbacina en la primera
linea del tratamiento, disminuyéndose asi el riesgo gonadotodxico
considerablemente (Anderson RA 2015). La administracion de la RT también
depende de la respuesta al tratamiento pudiendo obviarse en algunos casos con
respuestas completas precoces. Ahora mismo y segun los tratamientos de
primera linea del LH, sélo estarian indicadas técnicas de PF en primera linea en
aquellas pacientes pediatricas que tuvieran posibilidad de recibir RT pélvica
(Wallace 2015). En el caso de utilizarse otros AA el riesgo deberia volver a
redefinirse. En la misma linea otros autores defienden el ofrecimiento de dichas
técnicas soélo en pacientes con EH mayores de 25 afios ‘exceptuando las
candidatas a RT pélvica) (Shapira M 2014).

Las mayoria de pacientes diagnosticadas de LMA que no precisan TPH
parecen tener una funcidn ovarica a largo plazo conservada (Molgaard-Hansen L
2013) (Leung W 2000) (Shapira M 2014) por lo que su riesgo pasaria a ser
catalogado como de bajo (<20%) segun nuestra clasificacion.

El melfalan segun diferentes publicaciones parece menos lesivo a nivel
gonadal que otros acondicionamientos ‘Busulfan/ICT) por lo que podria
desescalarse su riesgo a intermedio-alto (Singhal S 1996) (Panasiuk A 2015)
(Even-Or E 2015).

En algunos casos de tumores sdlidos, la megaterapia con rescate de
progenitores puede estar mas o menos indicada segln los esquemas utilizados
por cada pais/centro. En el caso del sarcoma de Ewing, segin nuestro protocolo
actual, todos los grupos de tratamiento (2-5) excepto el 1 lo contemplarian en la
primera linea, por lo que hay que considerarlas en el grupo de alto riesgo. Las
pacientes del grupo 1 quedarian incluidas en el de riesgo intermedio-riesgo alto,
por la suma de dosis de AA (Ifosfamida + CFM). Sobre la suma de dosis de AA
existen disparidad de opiniones. Los estudios derivados del CCSS defienden que
un score elevado de AA aumenta considerablemente el riesgo de FOP (Green
DM 2009), mientras que otras muchas publicaciones no encuentran tasas
elevadas (o solo ligeramente), en aquellas pacientes que habian llevado QT con
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AA (no acondicionamientos) sin otros tratamientos gonadotdxicos (Raciborska A
2014) (Chiarelli AM 1999) (Thomas-Teinturier C 2015).

Las combinaciones de AA a dosis medias (por ejemplo CFM +
Ifosfamida), o AA mas derivados del platino también a dosis medias (Ifosfamida +
cisplatino), asi como la presencia de un Unico AA (no acondicionamiento) a dosis
mas elevadas (por ejemplo CFM mayor de 8-10 gr/m? o Ifosfamida > 54 gr/m?)
son las situaciones que con frecuencia motivan mayor niumero de dudas a la
hora de plantear técnicas de PF. En estas circunstancias pueden pesar algo mas
otros factores a la hora de su ofrecimiento como la edad del paciente, situacion
clinica, accesibilidad de las técnicas, urgencia en el inicio del tratamiento e
interés manifiesto del paciente. Esta Ultima circunstancia se constata en el caso
de una paciente de nuestra serie de 14 afos diagnosticada de osteosarcoma
localizado y con riesgo gonadotodxico intermedio-bajo, pero que presentaba un
alto interés personal y familiar por el procedimiento. Estas diferentes
circunstancias son las que se han descrito como factores extrinsecos o
intrinsecos por parte del equipo de Wallace-Anderson (Anderson RA 2015) y que
con frecuencia pueden matizar la toma de decisiones.

Desde nuestra experiencia, que es compartida por otros autores,
cuando se calcula el riesgo gonadotoxico, se debe contemplar el escenario mas
complejo posible que pueda presentarse en esa paciente (Wallace WHB 2014).
Por ejemplo la indicacidn y dosificacion de RT en la regidn pélvica o sobre SNC,
puede venir vinculada a la respuesta conseguida previamente por la cirugia y la
QT. En caso de obtenerse una RC puede evitarse la RT (como en el caso de los
rabdomiosarcomas o EH) o puede considerarse una dosis inferior como en el
caso de los tumores intracraneales de CG. Esto conlleva a cambios de riesgo
gonadotdxico una vez iniciado o finalizado el tratamiento. En nuestra serie estas
circunstancias han ocurrido en varios casos: una paciente con rabdomiosarcoma
uterino en RC tras cirugia y QT que finalmente no ha llevado la RT pélvica posible
en primera linea, y otras dos pacientes con TCG intracraneales que finalmente
por estar en RC han recibido una dosis de RT craneal de 24 Gy, en lugar de los 40
Gy posibles. Esperar al resultado de la evaluacidén para plantearse la CCO, sélo
seria viable si la QT que fueran a recibir previamente fuera muy poco
gonadotodxica con intencion de asegurar un tejido ovarico extraido y conservado
con adecuado numero de FP.

Otra situacion clinica posible, es el cambio de riesgo de FOP en el otro
sentido. Se trataria de pacientes que en primera linea no tendrian indicacién de
CCO pero que tras ver la evolucién de la enfermedad (progresién o recaida), si
que lo tienen posteriormente. En nuestra serie encontramos en esa situacion a
12 pacientes ‘8 LA tras recaida, 2 tumores de Wilms con ruptura intraoperatoria,
1 sarcoma partes blandas no rabdomiosarcoma recidivado y un tumor ovarico
bilateral asincrdnico). En todos los casos la QT previa administrada se ha
considerado poco gonadotdxica y por tanto factible la CCO. Algunos equipos
ante esta posibilidad tienden a ser mas laxos en sus criterios de inclusion inicial
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(Jadoul P 2010). La opcion de CCO “de rescate” en la gran mayoria de pacientes
tras haber recibido QT poco tdxica a nivel gonadal, nos afianza en nuestra
decision de ofrecerla sélo en casos de alto riesgo o riesgo intermedio-riesgo alto.

Determinar un punto de corte de riesgo gonadotoxico sobre el cual ya
se considere indicado el ofrecimiento de técnicas de PF no es sencillo. Wallace
propone un riesgo mayor al 50 %, sin especificar dentro de su grupo intermedio,
quién cumpliria esa cifra (Wallace 2015). Nosotros a través de la clasificacién
Valencia 2015, hemos mantenido esa cifra, pero desglosando las patologias en 2
diferentes subgrupos de riesgo: entre 50-80 % y >80 %. Globalmente para todas
las mujeres, el panel de expertos en FP en su mas reciente publicacion, defiende
puntos de corte mas bajos, con la posibilidad de ofrecerlas si el riesgo es
superior al 30% (ISFP Practice Committee 2012). No hay que olvidar que la edad
de cada paciente puede hacer variar ese riesgo considerablemente aun teniendo
el mismo diagndstico y tratamiento.

Todo lo anteriormente descrito sobre la clasificacion, asi como el
cambio de riesgo en ambas direcciones pone de manifiesto la dificultad en el
consejo a los pacientes y sus familias sobre el riesgo de FOP. Esta dificultad se
maghnifica, si tenemos en cuenta la dispersién geografica de las pacientes
candidatas. Con la intencidon de poner facilidades a estas familias y evitar
desplazamientos ‘en un momento tan especial como es el de debut de una
enfermedad oncoldgica en pediatria), en muchos casos se ha realizado un
asesoramiento telefénico/email a los médicos responsables para que de una
manera directa pudieran realizar una primera informacidn. En el caso de estar la
familia interesada, se ha ampliado esa informacién en la visita previa a la
intervencion. En ningln caso se ha producido cambio de opinién posterior.

La dispersidon geografica no ha supuesto una dificultad a la hora de
remitir pacientes de corta edad, pero un 60% de las pacientes de otros centros
con tumores sélidos en tratamiento de primera linea, habian recibido 1 ciclo de
QT previamente a la CCO. En la mayoria de casos el motivo ha sido la necesidad
de iniciar el tratamiento lo mas precozmente posible o un reajuste del estadio y
del riesgo tras haber iniciado el tratamiento. La disponibilidad de quiréfano en
nuestro hospital, no ha supuesto retraso en el procedimiento ni el inicio de
tratamiento posterior. En lo referente a las pacientes de nuestro propio centro y
gracias a la experiencia adquirida conforme ha ido avanzando el programa, las
posibilidades de que un tumor sélido en tratamiento de primera linea haya
recibido QT previa a la CCO, han sido menores con el paso del tiempo.

La especializacion requerida para el procesamiento de la muestra, asi
como la obtencion de permisos legales y de comités éticos para la extraccion,
manipulacidon y almacenamiento de tejido ovarico, dificultan ahora mismo en
nuestro pais que sea una técnica que pueda extenderse a muchos hospitales, a
pesar de que las intervenciones por laparoscopia estén disponibles en la mayoria
de ellos. Se ha descrito viabilidad del tejido, conservado a 42 tras 20-24 horas de
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su extraccion con los adecuados sistemas de procesamiento y transporte
(Dittrich R 2012) (Jadoul P 2012), por lo que en un futuro podria plantearse el
disefio de una infraestructura que evitara el desplazamiento de la paciente para
la intervencion y sdlo se centralizara el almacenamiento del tejido como ocurre
en Dinamarca (Schmidt KT 2013). A dia de hoy, dada la recortada experiencia en
nuestro pais y la necesidad de una manipulacion muy cuidadosa del escaso
volumen ovdrico extraido, consideramos mas seguro remitir a las pacientes a
hospitales concretos y que preferiblemente cuenten con proyectos de
investigacidn relacionados.

El criterio de inclusidon propuesto por Wallace en 2005 y que se ha
mantenido a lo largo de estos afos de: “esperanza realista de supervivencia a los
5 afos”, requiere una mencion especial (Wallace WH 2005). Los avances en los
tratamientos antineoplasicos han conseguido que globalmente y para todos los
tumores en edad pedidtrica la supervivencia a los 5 afios sea del 77% en nuestro
pais (Peris Bonet R 2015). Ahora bien, desde la maxima supervivencia
conseguida (retinoblastoma y EH entre otros, superiores al 95%) hasta la minima
segln diagnodsticos, existe una gran diferencia. Este hecho es especialmente
relevante cuando hablamos de entidades metastasicas (tumores SNC, sarcomas)
donde las probabilidades reales en muchas ocasiones oscilan entre el 20-50 %
(Isakoff MS 2015) (Gaspar N 2015). En pediatria muy pocas veces se inicia un
tratamiento con intencién paliativa inicial, incluso a veces “contra todo
prondstico” se inician tratamientos curativos y con frecuencia de alta intensidad,
por la posibilidad relativamente pequefia pero cierta, de supervivencia a largo
plazo. En esas circunstancias y en ese momento de inicio de tratamiento
intensivo en primera linea con intencion curativa, nuestro equipo considera que
si puede haber indicacidn de técnicas de FP siempre que se cumplan todos los
demas criterios de inclusién. Poner un punto de corte de supervivencia
determinado no resulta util en este sentido y hay que tener en cuenta muchos
otros factores (situacidon clinica, edad, familia, urgencia del inicio de
tratamiento) En nuestra serie el 25,5 % de las pacientes han fallecido tras
realizarse la CCO. La mayoria de casos se trataba de pacientes con
enfermedades en recidiva (5 LLA, 2 LMA, 1 T. Wilms, 1 sarcoma PB) con una
probabilidad de curacién en el momento de CCO todavia considerable. En 3
casos particulares que también han fallecido (2 sarcomas de Ewing metastdsicos
y 1 meduloblastoma diseminado) se realizé la CCO en primera linea de
tratamiento aun siendo conscientes de que el prondstico global no era bueno,
cumpliéndose siempre el resto de criterios y estando la familia informada al
respecto. Paralelamente contamos en nuestra serie con el ejemplo de otra
paciente que diagnosticandose de sarcoma de Ewing pélvico con metastasis
pulmonares a la edad de 13 afios, se le realizd una CCO con pexia ovdrica
asociada y tras mas de 6 afios de seguimiento continua en RC asociando FOP
desde el final del tratamiento. A pesar de las limitaciones de la serie por ser
globalmente pequefia, son este prototipo de pacientes, las que nos han
reafirmado en no ser excesivamente restrictivos en lo referente al prondstico. En
otras series, como la del grupo de Poirot en Paris, llama la atencion la inclusidn,
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entre sus 47 pacientes pedidtricas, 20 casos de neuroblastoma mestastasico,
qguedando patente que para ellos el prondstico no es un factor limitante (Poirot
CJ 2007).

En la misma linea de remarcar aspectos peculiares pediatricos, en
nuestra serie ha sido imposible la visualizacion de los ovarios en la ecografia
abdominal previa a la CCO en 7 pacientes prepuberes y 1 puber, bien por el
pequefio tamafio, la dificultad para retener la vejiga llena o la escasa
colaboracion en algin caso. Esto confirma la necesidad de contar con
especialistas en pediatria (incluyendo radidlogos) para este tipo de pruebas
previas al CCO asi como en el seguimiento.

La posibilidad de utilizar el mismo acto anestésico-quirurgico para otros
procedimientos que requieren sedacion, es desde nuestro punto de vista, un
factor clave en la aceptacidon de la técnica por parte de las familias. En un
momento muy vulnerable como es el debut de un proceso oncolégico en un
nifio, este hecho cobra especial relevancia sobre todo cuando el principal
objetivo en esos momentos para todos siempre es la curaciéon de la enfermedad.
Aunque la importancia del tema ya habia sido descrita anteriormente (Anderson
RA 2008), no hay practicamente publicaciones que informen de estos detalles en
sus series (Revel A 2009). Conseguir que se realicen estos procedimientos,
requiere por otra parte, de una coordinacion maxima entre diferentes
especialistas (oncologos, cirujanos, anestesistas y bidlogos entre otros) (Andres
MM 2009).

La técnica quirurgica elegida por nuestro equipo con realizaciéon de
ooforectomia parcial en la mayoria de pacientes con planteamiento de total en
el caso de volimenes muy pequefios y elevado riesgo gonadotdxico) es
compartida por otros grupos pero no todos (Hourvitz A 2015). El equipo de
Wallace, Donnez y Demesteree, abogan por biopsias multiples de la cortical
ovarica ‘aunque también con planteamiento de ooforectomia total en los
mismos supuestos) (Demeestere | 2015) (Anderson RA 2008) (Jadoul P 2010).
Contrariamente y bajo la premisa de riesgo FOP muy elevado, los equipos de
Poirot y Revel describen en sus series la realizacion de ooforectomia unilateral
en todas las pacientes (Revel A 2009) (Poirot CJ 2007). La afectacién de la
capacidad reproductiva por el hecho de haber quitado un ovario o parte de él, es
una inquietud comun en muchas familias a las que se les ha informado en
nuestro programa. Un trabajo danés reciente estudia la fertilidad tras
ovariectomia, realizada hace varios aflos como técnica de PF en pacientes
adultas diagnosticadas de cancer de mama entre otros tumores. Refieren que
con la informacion disponible actual, el riesgo gonadotdxico ya no se
consideraria tan elevado y por tanto la fertilidad normal encontrada en la gran
mayoria de estas mujeres tras la cirugia de CCO vy tras recibir su tratamiento
oncoldgico, traduce su escaso potencial efecto sobre la funcién ovérica (Schmidt
KT 2013). A una conclusién similar llega el trabajo publicado por Lass sobre
fertilidad global en pacientes con un solo ovario sin antecedentes de cancer. Por

-202 -



:: DESARROLLO ARGUMENTAL

otra parte ambos autores coinciden en la dificultad para determinar con
exactitud si estas pacientes podrian experimentar una menopausia algo
adelantada (Lass 1999). Por este hecho ysi el volumen ovarico es aceptable,
desde nuestro programa mantenemos la técnica de la ooforectomia parcial
propuesta siempre que se realice por personal experimentado.

Como se ha describe en los resultados, en nuestra serie no se ha
producido ninguna complicacién quirdrgica y ello ha permitido el inicio del
tratamiento oncolégico segun lo previsto. Este hecho ha supuesto también otra
pregunta/preocupacion frecuente por parte de las familias en el momento de la
informacion. Aunque las series publicadas, muestran con contundencia la
seguridad de la técnica, recientemente se ha descrito el caso de una paciente
adulta afecta de lupus eritematoso sistémico que fallecid poco después del
procedimiento anestésico quirurgico de la CCO (hemorragia pulmonar tras
extubacién) (Imbert R 2014). Una anestesia general y cirugia laparoscopica para
la realizacién de una técnica de FP en el contexto de una enfermedad grave,
confirma la necesidad de seleccionar adecuadamente las pacientes, sobre todo
en el caso de menores de edad (Wallace WH 2005) (Grundy R 2001).

El fragmento enviado a AP, ha permitido por una parte descartar a nivel
histoldgico la presencia de células malignas en todas las pacientes menos en una
(no se dispone del informe) y adicionalmente la valoracion de los FP. Como ya se
ha comentado la negatividad en el estudio histoldgico no descarta malignidad en
las neoplasias hematoldgicas. En estas pacientes hace falta estudiar el tejido con
mayor profundidad y utilizar técnicas que midan EMR. En este punto pueden ser
debatibles algunos aspectos. Por una parte en lo referente a la indicacién o no
del autotrasplante en neoplasias hematoldgicas, la mayoria de publicaciones van
a favor de contraindicar directamente el autotrasplante de tejido (Dolmans MM
2010), aunque es destacable que un trabajo reciente contempla la posibilidad de
hacerlo si la paciente se encuentra en RC y si todos los estudios de EMR son
negativos (Greve T 2012). Por otro lado, elegir en qué momento se debe
estudiar en profundidad ese fragmento podria ser también cuestionable.
Hacerlo inmediatamente tras la CCO puede tener la ventaja de saber el
resultado con rapidez y poder dar una informacién con celeridad a la familia. Por
otra parte es muy posible que las técnicas de laboratorio para rastrear LA y
diferentes células malignas de tumores sélidos cambien en gran medida en los
proximos afios. Ya que la cantidad de tejido extraida es muy pequeiia y que la
necesidad de su utilizacién en el caso de pediatria no se plantea hasta dentro de
mucho tiempo, puede ser razonable conservar esos fragmentos para futuras
investigaciones mas completas y realizarlas en el momento en que pueda estar
cercana la utilizacién de dicho tejido.

Idealmente la CCO se deberia realizar previamente al inicio de
cualquier tratamiento antineoplasico, pero esta opcidn no siempre es posible e
incluso en algln caso, no la mas conveniente. El hecho de recibir QT previa
podria mermar la reserva ovarica, pero en casos concretos como ya hemos
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comentado de forma amplia en antecedentes y metodologia, su administracion
no contraindica realizacién de CCO, sobre todo en pacientes con alto riesgo
gonadotoxico. En el fragmento de AP se solicita valorar la presencia de FP y este
dato en nuestra serie se ha especificado en 47 de 51 pacientes. En el 85,1 % de
los casos valorables, se describia presencia de normales o numerosos FP (67,5%
no habian recibido QT previa y en 32,5 % si). En 7 pacientes por el contrario se
especificaba escasos o ausentes FP, 5 casos con QT previa y 2 sin ella. De estos
dos ultimos casos destacar que se trata de 2 pacientes puberes (1 EH y de 1 EGC)
con historias menstruales normales y con AMH en rangos normales previamente
a la CCO. Se especificaba que la muestra remitida de una de ellas era muy
pequeia, pudiendo no ser por tanto representativa del resto de tejido
crioconservado. En el caso de las 5 que si recibieron QT, 3 de ellas eran pacientes
muy pequefias y la muestra enviada para AP muy reducida, pudiendo contribuir
este hecho al resultado. Globalmente por tanto a nivel histolégico podriamos
decir que la QT previa no ha tenido una repercusion llamativa si consideramos
ademads que en varios casos el pequefio tamafo de la muestra ha podido estar
relacionado. En la misma linea el grupo danés no encuentra diferencias en su
serie respecto a la densidad folicular entre aquellas nifias que habian recibido
QT poco gonadotodxica previa a la CCO y las que no (Imbert R 2014). En la serie
del grupo de Poirot todas las pacientes (47) habian llevado QT previa no
esterilizante, encontrando una densidad folicular adecuada en la mayoria de
pacientes y describiendo una fuerte correlacion inversa entre la densidad y la
edad de las pacientes durante la CCO (Poirot CJ 2007). Una preocupacién posible
por parte de algunos profesionales es conocer si el hecho de haber recibido QT
previa reciente puede afectar a la calidad de las foliculos en términos de
problemas o malformaciones de futuros recién nacidos tras el reimplante de ese
tejido. El tema ha sido abordado por varios trabajos y la clave de la respuesta
estd en el momento de madurez/crecimiento de las células crioconservadas.
Como ya se ha apuntado previamente no se recomienda QT previa reciente
cuando se va a realizar una vitrificacion de ovocitos tras estimulacién o IVM de
ovocitos inmaduros aspirados en el momento de la CCO, porque ademas de
peores resultados en lo que en las técnicas de fertilizacién se refiere,
potencialmente si podria suponer algin problema en la descendencia directa
derivada de estas células (Jadoul P 2012) (Dolmans MM 2005)- La sensibilidad en
este sentido de los FP es distinta, ya que no son células en crecimiento y el
posible efecto de la QT hace referencia fundamentalmente a la “cantidad” de
reserva ovdrica que puede estar disponible tras su administracion (Shapira M
2014) (Poirot CJ 2007).

En lo referente al seguimiento de estas pacientes, no existe un
protocolo estandarizado, aunque si unas recomendaciones. Globalmente se
asume la necesidad de hacerlo, pero desde cudndo, quién y con qué
periodicidad suele quedar a criterio de cada centro. A la hora de planificarlo hay
que considerar varios aspectos en este perfil de pacientes. El primero de elloses
que en algunos casos se trata de nifias muy pequefiias, por lo que la colaboraciéon
con endocrinologia pediatrica es fundamental para valorar ademas el desarrollo
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puberal. Es poco frecuente que antes de los 8 afios las pacientes sean remitidas
para valoracién de la funcién ovarica, ya que habitualmente es el propio
oncologo pediatra el que realiza un seguimiento clinico global. Plantear el
seguimiento a estas edades en los servicios de reproduccién es complicado ya
que la dindmica de las consultas es muy diferente y el prototipo de pacientes
también, quedando habitualmente reservado para aquellas mas mayores, o en el
relevo de las que son dadas de alta de endocrinologia pediatrica una vez
alcanzan determinada edad (16 afios en nuestro centro). Globalmente este ha
sido el abordaje en nuestro programa, donde de la gran mayoria han iniciado
seguimiento adicional por endocrinologia al llegar a los 8 afios, o directamente
en reproduccidn en el caso de las mas mayores. El segundo aspecto es que se
trata de pacientes habitualmente muy complejas (especialmente las sometidas a
un TPH) en ocasiones con complicaciones severas y numerosos tratamientos por
lo que hay que tener en cuenta que, sin dejar de hacer un seguimiento
adecuado, hay que evitar en lo posible la sobrecarga de visitas hospitalarias y
optimizando las que ya realizan. En tercer lugar destacar que con frecuencia, un
riesgo gonadotdxico severo, lleva asociado un mayor riesgo oncolégico, por lo
que las posibilidades de recaida y éxitus durante el seguimiento a corto-medio
plazo no son excepcionales, como se demuestra en nuestra serie. De todos estos
aspectos se deduce que la programacién del seguimiento debe ser
individualizada y que la comunicacidn con el oncdlogo responsable de la
paciente es fundamental. Cuando se trata de pacientes de otros hospitales la
monitorizacion del seguimiento se hace algo mas compleja, aunque en nuestro
caso todos los especialistas que han derivado pacientes se han mostrado muy
receptivos a nuestras recomendaciones y se mantiene contacto directo con ellos
en la actualidad.

Como ya se ha reflejado en los antecedentes una buena anamnesis con
preguntas explicitas sobre sintomas de menopausia, una adecuada exploraciéon
fisica con valoracidn desarrollo puberal y patréon de crecimiento, asi como una
analitica hormonal con AMH incluida y un RFA en ecografia pélvica, darian una
informacion completa y valiosa para ir asesorando sobre la reserva folicular con
el paso del tiempo a las pacientes y valorando la necesidad de instaurar un THS o
incluso plantear opciones de PF posteriores (Johnston RJ 2009).

Muchos de los trabajos revisados, hacen referencia a que parte de esta
poblacidn sélo tendran como manifestacion de dafio ovarico unas cifras de AMH
inferiores a los de la poblacion general, sugiriendo que cuentan con una reserva
ovdrica disminuida, pero sin tener por que implicar una infertilidad asociada
(Williams D 2008) (Thomas-Teinturier C 2015). Una deteccidén temprana de
niveles AMH bajos o en descenso en varias determinaciones, puede tener
también implicaciones terapéuticas. En los ultimos afios se esta considerando la
posibilidad de ofrecer técnicas de PF post-tratamientoa mujeres jovenes en RC
duradera con una reserva ovarica baja, no ausente, pero que previsiblemente
serd nula cuando alcancen los 31 afios, edad media de maternidad en Espafia y
otros paises europeos (Anderson RA 2015). En nuestra serie se ha propuesto en
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una ocasion una vitrificacion de ovocitos a una paciente de 18 afios
diagnosticada de EH tras mas de 5 afios en RC de. El planteamiento se ha
fundamentado en cifras reiteradas de AMH por debajo del umbral detectable de
la técnica en paciente con administracién afos antes de mas de 5 gr de
procarbacina.

Un aspecto que nos ha planteado dificultad en este trabajo, ha sido la
definicion de FOP en edades pediatricas. Una cifra de FSH superior a 40 mU/ml|
es definitoria de fallo ovdrico de forma global, pero muchos trabajos que
contemplan seguimiento de pacientes pediatricas hacen referencia a otras
cifras, asociando ademas otros parametros como la presencia o no de
menstruaciones, cifra de estradiol concomitante, progresiéon puberal normal,
etc. (DeWire M 2014) (Raciborska A 2014) (Wallace WHB 2014). Finalmente en
este proyecto se decidié adoptar una definicion repetida en estas publicaciones
y util en la practica clinica diaria como se ha comentado en el apartado 1.2.2.1.

Segun algunos autores en las pacientes menores de 12 afios no se
puede evaluar la funcidn ovarica, salvo la progresion puberal, ya que la medicién
de gonadotrofinas y el estradiol no son fiables antes de esa (Wallace WHB 2014).
Este aspecto puede ser controvertido ya que existen valores especificos de
acuerdo al desarrollo puberal que pueden corroborar su normalidad o no segun
unos resultados dados (Sehested A 2000), siempre y cuando se trate de
controles hormonales seriados (no determinaciones aisladas) y estén
descartadas otras causas de aumento de gonadotrofinas {como podria ser un
tumor secretor de las mismas, entidad muy infrecuente en pediatria). En nuestro
programa finalmente hemos incluido a pacientes prepuberes dentro del
diagndstico de FOP cuando tras valoracidn repetida se ha detectado un
hipogonadismo hipergonadotropo franco.

La definicion de retraso puberal también puede presentar matices.
Oficialmente no puede diagnosticarse antes de los 13 afios en nifias y ademas
habitualmente no se inicia tratamiento hasta ese momento. Sin embargo
pacientes cercanas a esa edad, con alteraciones analiticas francas y que con una
probabilidad muy alta cumplirdn los criterios en unos meses, pueden
beneficiarse de iniciar THS mas precozmente, sobre todo en términos de
prevencion de osteoporosis como refleja la situacion de 2 pacientes
diagnosticadas de FOP en nuestra serie con edades cercanas al limite (Martul
2000).

Globalmente nuestra prevalencia de FOP entre las pacientes evaluables
es del 65 % (13 pacientes sobre un total de 20). A este dato habria que afiadir
una paciente con hallazgo Unico pero reiterado de AMH indetectable,
considerandose una paciente con reserva ovarica baja. Como se ha comentado
en los resultados la mediana de seguimiento de las pacientes diagnosticadas de
FOP es de 3,8 afios (IQR 3-4,7), mientras que la situacion global del resto de
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pacientes vivas es de 0,7 afios (IQR 0,4-3,1), con lo que esta cifra todavia puede
incrementarse a lo largo de los préximos afios.

El dato de FOP en series pediatricas sometidas a CCO apenas esta
disponible y el mas comparable seria el del equipo de Wallace en sus 20
pacientes evaluables {en las que a 14 se le practico CCO y en 6 se les ofrecié no
siendo aceptada), encontrando un tasa de FOP del 35% en aquellas pacientes a
las que se les habia ofrecido la técnica. Aunque especificamente no describe el
tratamiento oncoldgico de las pacientes con FOP frente a aquellas que no lo
presentan, tan sélo hay un caso de neoplasia hematoldgica y llamativamente el
porcentaje de diagndsticos de EH y rabdomiosarcomas es casi de un 30% para
cada uno de ellos. De articulos anteriores pude deducirse que tan solo 3 (14,2%)
habian sido sometidas a TPH, presentando 2 de ellas FOP y curiosamente una de
ellas sin fallo ovérico tras acondicionamiento con ICT. La mediana de
seguimiento de esta cohorte es de 16,9 afios (IQR 15-5-21-8) (Wallace WHB
2014).

Una de las principales razones que podria explicar nuestras cifras, es el
gran numero de pacientes sometidas a un TPH dentro nuestra serie. Diez de las
12 pacientes (83,3 %) diagnosticadas de FOP han sido sometidas a un TPH, con
acondicionamientos basados en Busulfan e ICT su practica totalidad. En los otros
2 casos, a una paciente se le practicé doble anexiotomia ‘en 2 momentos
diferentes con una diferencia de 4 afios) por tratarse de un tumor ovarico
bilateral asincréonico y una paciente puber diagnosticada de EH con afectacion
pélvica recibidé RT ovarica a una dosis de 19,8 Gy. Todas ellas han sido por tanto
pacientes consideradas de muy alto riesgo gonadotdxico previo a la CCO.

Dentro del grupo de pacientes afectas por FOP, cinco de ellas (41,6%)
eran prepuberes en el momento de la CCO, confirmando la NO proteccidon
ovdrica de estas pacientes frente a tratamientos altamente gonadotdxicos
(Rodriguez-Wallberg KA 2014) (Borgmann-Staudt A 2012). Cuatro de estas
pacientes han presentado ademds alteraciones en el desarrollo puberal 2
estrictamente por definicién y 2 mas en edades cercanas al limite). Debido a los
volumenes ovaricos tan pequefios de todas ellas, no se dispone de una gran
cantidad de tejido crioconservado y dado que en los cuatro casos el diagndstico
de base es LA, no estd contemplado en ningln caso desde el programa su
reimplante para inducir la pubertad, decision que va en la misma linea que la
publicada por otros autores (Anderson RA 2015).

En relacion al estudio del efecto de la QT sobre el tejido ovarico, uno de
los problemas que nos encontramos en estas pacientes es que desconocemos si
la enfermedad por si misma, es capaz de afectar a la dotacién folicular del ovario
y al funcionamiento del mismo, tal y como ocurre en el sexo masculino. Se ha
descrito que en varones afectos por patologias oncoldgicas, antes de empezar la
terapia, la oligozoospermia y las anomalias espermaticas son mas frecuentes que
en hombres sanos (Trottmann M 2007) (Chung K 2005). EI mecanismo
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responsable de la disminucidn de la calidad del semen no estd bien establecido.
Factores locales producidos por los tumores, sistémicos como consecuencia de la
enfermedad sobre el organismo, o ambos, podrian estar implicados (Hallak J
1999).

En cuanto al impacto de los tratamiento oncoldgicos sobre el ovario, la
mayor parte de la informacion de que disponemos esta basada en la primitiva
medicion de la funcién menstrual, que no es un buen marcador de la fertilidad
(Lutchman Singh K 2005). Como ya se ha comentado la afectaciéon de la QT
puede a diferentes mecanismos (especialmente los AA, aunque no de forma
exclusiva) actuando directamente sobre la reserva de FP o bien sobre el estroma
ovarico.

En los antecedentes se describen estudios recientes, que han
demostrado la implicacion del sistema PTEN/PI3K/Akt en la activacion vy
maduracion de los foliculos ovdricos y la afectacion que sobre esa via pueden
tener algunos agentes quimioterapicos como la CFM, agotando anticipadamente
la reserva de FP, al producir una activacion masiva de los mismos (Adhikari D
2009) (Kalich-Philosoph L 2013).

Este estudio analiza por primera vez el dafio a nivel ovarico en
pacientes pediatricas puberes y prepuberes con LA tratadas con QT poco
gonadotodxica mediante el analisis de la expresién de FoxO3. Los resultados
obtenidos demuestran en las pacientes prepuberes con LA tratadas con QT
previa a la CCO, una activacion significativa de la expresion génica de FoxO3 y un
aumento de la extrusion nuclear de esta molécula a nivel de los FP de las
pacientes prepuberes. En el caso de las pacientes puberes aunque no se
encontraron diferencias significativas respecto a sus controles si se observé una
tendencia a la sobreexpresion del FoxO3 tanto a nivel génico como proteico en
las pacientes tratadas con QT.

A pesar de que no se encontraron diferencias significativas entre
pacientes prepuberes y puberes respecto a sus controles en relacion a densidad
o crecimiento folicular si se observé una tendencia al desarrollo folicular en las
paciente con QT frente a controles.

En las pacientes prepuberes (donde por otra parte observamos una
mediana de edad menor que en el grupo control) esta tendencia al desarrollo
folicular y su valoracion conjunta con los datos de expresidn génica y extrusion
nuclear a nivel proteico del FoxO3, si que podrian indicar en este subgrupo un
inicio del del “burn out” folicular. A pesar de que la QT recibida por este grupo
clasicamente no se haya relacionado con un dafio ovérico considerable, a raiz de
los resultados si que su administracion puede significar de alguna forma una
lesion sobre la reserva ovarica. Consideramos por tanto que la cronologia elegida
para la realizacion de la CCO en este grupo de pacientes con LA es adecuada,
pero realizada en un momento “limite”. Una mayor dosis de QT administrada
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previamente o un perfil diferente de pacientes podria ocasionar ya un dafio
sobre el tejido ovarico con potenciales consecuencias clinicas para las pacientes.

En cuanto a las pacientes puberes tratadas con QT, este incremento de
crecimiento folicular, asi como los datos de expresién génica son menos
llamativos quizas porque son pacientes que ya tienen activado su desarrollo
hormonal y seria necesario el reclutamiento de un mayor niumero para poder
obtener diferencias significativas.

No hay que olvidar que la ruta de sefializacion del PTEN/PI3K/Akt, juega
un papel fundamental en el metabolismo del cancer (Vivanco | 2002),bien
contribuyendo a la progresién del ciclo celular, bien disminuyendo la apoptosis e
incrementando las capacidades metastasicas de las células tumorales (Paez J
2003). El Akt es un efector clave de la PI3K y parte esencial de la cascada de
sefiales que regula multiples procesos celulares tales como el crecimiento, la
transformacién, la diferenciacién y la supervivencia (Scheid MP 2003). La
activacion descontrolada de la ruta de PI3K/Akt contribuye a la transformacién
celular y a la progresion tumoral en varios tipos de tumores como la leucemia.
En estos pacientes, asi como en el estudio de distintas lineas celulares de
leucemia, se ha demostrado que estavia de sefializacion se activa junto con una
disminucion en la expresion de gen PTEN (Okumura N 2012).

Debido a esto, es importante sefialar que la sobreexpresion del FoxO3
obtenida en nuestros resultados puede ser debida no sélo al efecto de la QT sino
también a la propia patologia oncoldgica ya que la inhibicion del PTEN induce
una activacion folicular mediante la sobreexpresion del FoxO3 (Gavish Z 2014).
El hecho de no contar con pacientes con LA sin QT como controles se justifica
porque desde el inicio del programa la cronologia de los casos con LA se planted
de una manera diferente. Estas pacientes con frecuencia al debut estdn
clinicamente inestables, requieren iniciar el tratamiento muy precozmente vy
ademds en muchos casos no se dispone durante los primeros dias de la
indicacion al TPH (por falta de datos especificos de la enfermedad o porque una
indicacion frecuente al TPH se basa en una mala o lenta respuesta al
tratamiento).

No obstante, el hecho de que la induccidn de la activacion y
consecuente pérdida folicular sea debida a la QT, a la patologia oncoldgica o a
las dos, no cambia el objetivo fundamental de este estudio que ha sido valorar
por primera vez el momento mas adecuado para la extraccion de corteza ovarica
en pacientes pediatricas con LA.

Un dato no disponible en el trabajo pero que motiva a un estudio en

profundidad, seria conocer la situacion a nivel de tejido ovarico de las pacientes
no diagnosticadas de LA que si recibieron QT previa (habitualmente 1 sélo ciclo,
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en lugar de varios como las pacientes con leucemia) y valorar si los resultados
son extrapolables. Los datos podrian orientar a si este inicio de activacion
folicular puede originarse con pequefias cantidades de QT o por el contrario es
necesario una mayor dosis acumulada para su puesta en marcha, informacion
que resultaria muy util tanto en las pacientes diagnosticadas de LA como
tumores sélidos.

Se ha demostrado recientemente en un modelo animal vy
contrariamente a las teorias mas cldsicas, que tras el tratamiento de los
animales con diferentes dosis de QT no se encontraron signos de apoptosis a
nivel ovarico sugiriendo que la induccion de la pérdida de FP por QT no sea
debida a mecanismos apoptoéticos (Meirow D 2010). Los resultados obtenidos en
este estudio concuerdan con los hallazgos descritos por Meirow y su equipo, sin
embargo en este caso se trata de pacientes pediatricas sin grandes dosis de
agentes gonadotodxicos y tal y como hemos observado, a pesar de activarse el
mecanismo de “burn out” a nivel de FP no se observd ninguna disminucién
significativa de los mismos lo que nuevamente corrobora que en estas pacientes
estamos llevando a cabo la extraccion de la CO en el momento justo antes de
que empiece a evidenciarse una disminucién de la reserva folicular.

Es importante valorar todos estos resultados con el hecho de que en la
ultima década han surgido numerosos estudios que demuestran la implicacion
de la cascada de sefializacion PI3K/Akt en diversos tipos de cancer humano
(Yuan ZQ 2000), lo que ha conllevado la busqueda de inhibidores de Akt
mediante la evaluacion de muy diferentes agentes o mediante el disefio racional
de los mismos. La ruta PTEN/PI3K/Akt constituye, sin duda alguna, una diana
terapéutica prometedora para el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales
basados en productos de estructura sencilla y accesibles sintéticamente. Por ello
y tras los resultados obtenidos en este estudio, el uso e indicacién de estos
nuevos farmacos podria aplicarse no solo como tratamiento oncoldgico sino
como agentes protectores de la funcion gonadal.

Como reflexiones finales consideramos que los resultados obtenidos en
el estudio del efecto de la QT sobre el tejido ovarico tienen una gran relevancia a
nivel cientifico, ya que por una parte no existen datos publicados hasta la fecha
sobre tejido ovarico y activacién folicular en una poblacidon como la presentada y
fundamentalmente por su potencial aplicacién clinica. La activacion temprana de
los FP en las pacientes prepuberes que han recibido QT con normalidad en el
resto de parametros analizados, por una parte reafirma nuestra propuesta de
cronologia debida a las ventajas clinicas y logisticas que suponen para las
pacientes, pero también puede hacernos replantear el momento elegido.
Adelantar parcialmente la CCO, con el objetivo de reducir la carga de QT
administrada y siempre que el balance beneficio-riesgo sea claro, puede ser una
posibilidad en algunos casos particulares.
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La puesta en marcha de un programa especifico de PF para nifias y
adolescentes con cdancer, ha resultado compleja, pero consistente en
indicaciones y procedimientos y ante todo muy segura. El grado de satisfaccion
de pacientes, familias y todos los profesionales sanitarios implicados ha sido
muy elevado a lo largo de estos afios, promoviendo constantemente el
perfeccionamiento del programae intentando buscar soluciones y respuestas a
los interrogantes encontrados en el camino.
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10 CONCLUSIONES

La CCO en nifias y adolescentes con cancer es una opcién real de PF en
pacientes con alto riesgo gonadotoxico. La utilizacidn futura del tejido
gonadal extraido y conservado en condiciones dptimas, puede permitir a
muchas de las pacientes incluidas en el programa recuperar la funcién
hormonal y reproductiva ovarica, mejorando significativamente su calidad
de vida.

La adecuada ejecucién de la CCO en pacientes pediatricas y adolescentes
con cancer requiere de una adaptacidn especifica de los protocolos
utilizados en pacientes adultas a través de la intervencion activa de:
oncologos pediatras, cirujanos pediatricos, radidlogos infantiles, psicologos
y equipo de reproduccién especializado en manipulacién de ovarios
prepuberes.

El circuito multidisciplinar previo a la CCO propuesto en este trabajo
permite una adecuada: seleccién de pacientes, informacion y firma de Cl,
asi como la realizacion de pruebas complementarias, posibilitando todo
ello una éptima ejecucion del procedimiento.

La clasificacion Valencia 2015 de riesgo gonadotdxico para nifias vy
adolescentes con cancer a nivel nacional, permite una correcta seleccién de
pacientes candidatas al ofrecimiento de técnicas de PF. Un riesgo calculado
de FOP superior al 50 % es un punto de corte adecuado como criterio de
inclusion. Una edad superior a 2 afios y una intencidon curativa de
tratamiento completarian los criterios de seleccion. La QT previa poco
gonadotoxica no contraindica el procedimiento.

La ooforectomia parcial es una técnica quirirgica adecuada y segura en
nuestro programa. La realizacion simultanea de ooforopexia es muy
aconsejable en pacientes que vayan a recibir RT en zona pélvica. Asociar
procedimientos que precisen anestesia en el mismo acto, es posible y
altamente deseable en estas pacientes.

La manipulacion de las muestra de tejido ovarico una vez extraido requiere
de personal especializado. El envio de una muestra a AP es obligatorio y la
destinacion de un pequeifo fragmento para estudios futuros que
garanticen la ausencia de células malignas, muy aconsejable. EI 90% del
tejido extraido debe conservarse para uso clinico de la paciente en el
futuro.

El seguimiento de la funcidon ovérica de las pacientes pediatricas y
adolescentes sometidas a CCO es necesario y debe individualizarse
teniendo en cuenta: edad mas conveniente de inicio, eleccion del
especialista responsable, duracidon del mismo y pruebas complementarias
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asociadas. La realizacién de una ecografia ovarica con RFA, asi como
determinacion de AMH en momentos programados a lo largo del
seguimiento, permite un adecuado asesoramiento de reserva folicular.

La prevalencia de FOP en el seguimiento de las pacientes evaluables de
nuestro programa es del 65 %, confirmando el alto riesgo gonadotdxico de
los casos incluidos.

El tejido ovarico de pacientes pediatricas y adolescentes diagnosticadas de
LA, extraido durante la CCO tras haber recibido QT considerada poco
gonadotoxica y antes de someterse a un TPH, presenta:

- una estructura tisular normal en relacion al estroma vy
poblacién folicular, asi como una adecuada densidad de FP,
primarios o secundarios independientemente del desarrollo
puberal.

- un aumento de la expresidon génica de FoxO3a y de su
extrusién nuclear a nivel proteico que se traduce en una mayor
activacion folicular respecto al grupo control de pacientes que
no habian llevado QT previamente.

- Ausencia de muerte celular por apoptosis inducida por los
tratamientos QT previos.

Tras los resultados descritos podemos considerar que la cronologia
propuesta para realizar la CCO a pacientes diagnosticadas de LA tras haber
recibido QT considerada poco gonadotdxica y antes de someterse a un TPH
es adecuada ya que la extraccion de CO se lleva a cabo en el momento
justo de la activacién folicular deteniendo el desarrollo de dicho proceso
mediante la criopreservacion del tejido.

A pesar de que hemos demostrado llevar a cabo una cronologia adecuada,
en este subgrupo de pacientes podria plantearse adelantar parcialmente el
procedimiento siempre que la relacidn beneficio riesgo fuera clara.
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