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Justificacion

JUSTIFICACION

El diagnéstico ante cualquier tipo de cancer, produce un replanteamiento profundo en
la vida de las personas. Hasta hace unos afos, el objetivo primario era la curacion.
Ahora, ademas, se busca conseguir que la calidad de vida y la fertilidad tras el
tratamiento sea, si se quiere, igual que antes del diagnostico.

Cuando una mujer es sometida a un tratamiento oncoldgico, se puede alterar la
funcién ovarica, incluso el ovario puede dejar de funcionar.

Entre las diferentes opciones terapéuticas en el tratamiento del cancer que pueden
alterar la funcion gonadal, se encuentran la radioterapia (RT) y la quimioterapia (QT).

La localizacion de la irradiacion, variara en funcion de la localizaciéon y del tipo de
tumor. Por otra parte, los agentes quimioterapicos, especialmente los alquilantes,
aumentan el riesgo de infertilidad en la mujer.

Por ello, estos tratamientos, con efectos gonadotoxicos, generan la necesidad, si se
desea, de proteger los ovarios.

El objetivo de esta proteccion, consiste en que estos continden funcionando
normalmente tras el tratamiento para que no aparezca un fallo ovérico precoz (FOP).

De no protegerse esta funcion, nifias y mujeres jovenes tratadas de cancer, entraran
en FOP con todos los efectos no deseados que esto conlleva e imposibilidad de ser
madres.

Recuperar la funcion ovarica, debe ser planificado antes del tratamiento del cancer
para que los ovarios no se vean dafiados.

Hoy en dia, se debe ofrecer, tras un diagnostico de cancer, en pacientes en edad pre-
reproductiva o reproductiva, la posibilidad de preservar su fertilidad.

Las estrategias para su preservacion principalmente:
e La crio-preservacion de embriones.
e La crio-preservacion de ovocitos.
e La crio-preservacion de tejido ovarico.

La crio-preservacion de tejido ovarico, consiste en extraer corteza ovarica de la
paciente antes de comenzar el tratamiento oncolégico, congelarla y una vez libre de
enfermedad, reimplantarla sobre el ovario. En principio, el objetivo del reimplante es
posibilitar la maternidad.

De esta forma, este tejido no sufre ninguna alteracion por el efecto téxico que recibe la
paciente para curar su cancer.
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Simultaneamente a la congelacion del tejido, se practican estudios para intentar
descartar la posibilidad de la existencia de células tumorales en él.

Al reimplantar el tejido sano el ovario debera recuperar su funcionalidad.

Su ventaja fundamental, es que permite a las mujeres recuperar la funciéon endocrina
normal y la posibilidad tener hijos de manera natural. Ademas, no retrasa el inicio del
tratamiento del cancer porque la paciente no necesita ser estimulada. Se puede
realizar la cirugia a los pocos dias del diagnéstico e iniciar el tratamiento con QT y/o
RT incluso el dia después. El reimplante, se realiza una vez la paciente esta libre de
enfermedad.

En resumen, se logra que la mujer no sufra las consecuencias negativas de los
tratamientos oncoldgicos sobre la funcién hormonal y la fertilidad.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Preservacion de la fertilidad y de la funcion ovarica

Hoy en dia, se debe ofrecer, tras un diagnéstico de cancer en una paciente en edad
pre-reproductiva o reproductiva la posibilidad de preservar su fertilidad. Las estrategias
de preservacion de la fertilidad incluyen:

e Crio-preservacion de embriones.
e Crio-preservacion de ovocitos.
e Crio-preservacion de tejido ovarico.

Otras técnicas utilizadas con poco éxito, han sido la transposiciéon quirirgica de los
ovarios y el uso de analogos de la hormona liberadora de gonadotrofinas.

Preservacion de la
fertilidad

Aspiracién de ovocitos Aspiracién de ovocitos maduros

Criopreservacion de tejido ovarico

inmaduros con o sin tras estimulacion
(inmediato) (prepuber)

estimulacion (2 semanas)

| 1

Maduracién +/- e Aspiracién de Aislamiento de
fecundacion FL%';?(')E:? Vltrg\‘/?cigg e bvocitos inmaduros)) Trasplante foliculos
in vi MIV y fertilizacién. P rimordiales
in vitro y ortotépico p
Ovario

—_—

Gestacion
espontanea

+/-FIV

Extraido de Donnez 2013.

La crio-preservacion de embriones, sigue considerandose el “gold standar” en los
tratamientos de reproduccion asistida (TRA). Asi, fue durante muchos afios, la Unica
técnica no experimental, es decir, clinicamente establecida, para preservar la fertilidad
en mujeres, de acuerdo con el Comité Etico de la American Society for Reproductive
Medicine (ASRM). En cualquier caso, no es una opcién para pre-puberes, mujeres sin
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pareja o que no aceptaran la donacién de esperma; situaciones en las que esté
contraindicada la estimulacion ovarica controlada (EOC) necesaria, o en las que no
haya tiempo para realizarla en el contexto clinico-terapéutico.

La crio-preservacion de tejido ovarico, es la Unica alternativa para estos casos.
También en aquellas mujeres que ya hayan iniciado la quimioterapia.

Los avances en las técnicas de crio-preservacion han permitido una crio-preservacion
eficaz y posterior implante de tejido ovarico.

La criopreservacion de tejido ovarico para preservar la fertilidad de los pacientes con
cancer, se ha estudiado desde 1994. R G Gosden describidé entonces, la restauracion
de la fertilidad en ovejas ooforectomizadas. Previamente, se habia estudiado en
mamiferos mas pequefios.

El tejido ovarico, se puede obtener mediante cirugia laparoscopica, o durante una
laparotomia, si se realiza para terapia oncolégica. En ocasiones, es mejor una mini-
laparotomia por ser mas rapida y poder realizarse con anestesia loco-regional.

El restablecimiento exitoso de la fertilidad, a partir del implante de tejido ovarico, se ve
favorecido por la resistencia relativa de los foliculos ovaricos a la isquemia, ya que se
encuentran en un medio ampliamente avascular. Ademas, la localizacion de los
foliculos primordiales en la corteza ovarica, les permite beneficiarse rapidamente de la
revascularizacion. El implante, se puede realizar en localizaciéon heterotopica o en
localizacién ortotopica. El implante heterotopico, es aquel que se realiza en cualquier
sitio distinto a la médula ovarica. El ortotdpico es, por tanto, aquel en el que el tejido se
implanta sobre la médula ovarica.

Lo que si es comun en todos los protocolos de congelacion y las técnicas de
trasplante, es que un numero significativo de foliculos se pierde. Los estudios
endocrinos y la ecografia permiten una monitorizacién y seguimiento precisos de la
paciente.

En pacientes con cancer, las técnicas para estudiar la presencia de enfermedad
residual minima (MRD), en muestras de tejido ovarico extraidas, deben realizarse
siempre para asegurar que las células cancerosas no se injertan de nuevo en el
paciente.

Hace ya treinta afios del primer nacido vivo utilizando la técnica de crio-preservacion
de ovocitos. La evolucion de las técnicas de congelaciéon, han llevado a la
generalizacion del uso de esta técnica en las clinicas de reproduccion asistida en todo
el mundo; gracias al método de congelacion ultra-rapida conocido como vitrificacion.

Simultaneamente, ha habido un incremento en la demanda por parte de las pacientes;
especialmente en la que se conoce como “congelacion social de ovocitos”, que
permite a las mujeres preservar su fertilidad anticipandose a la disminucion de la
fertilidad edad-dependiente.

Es importante recordar que la criopreservacion de embriones, es una técnica utilizada
con éxito y clinicamente establecida con anterioridad a la criopreservacion de ovocitos.
Ademas, es la técnica de eleccion en el tratamiento de muchas de las parejas que
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acuden a las clinicas de reproduccién asistida. No obstante, no esta exenta de ciertas
limitaciones ético-legales.

La extraccion, vitrificacion y crio-almacenaje de ovocitos, provee a la mujer que desea
0 precisa posponer su maternidad, de un sistema &gil, eficaz y seguro para poder
hacerlo.

El proceso, consiste en provocar, mediante la administracion subcutanea de hormonas
(sintetizadas en la mayoria de los casos), una estimulacion ovérica controlada. Por
este medio, se conseguira que los ovarios produzcan no uno, como en un ciclo
humano natural, si no, mas ovocitos, que podran ser extraidos y congelados mediante
vitrificacion y crio-almacenados durante afios. La extraccion de los ovocitos, se realiza
mediante puncién y aspiracion de los foliculos que los contienen. Este procedimiento
se practica bajo sedacién para evitar las posibles molestias inherentes al mismo.

Cuando la mujer, que vitrificé sus ovocitos, desea ser madre, se procede a la
preparacion de la capa interna de su utero, el endometrio. De forma simultanea se
descongelan sus ovocitos, todos o algunos, dependiendo del numero y calidad de los
mismos, se fecundan y se transfiere un embrién, con la légica intencion de obtener
una gestacion.

De estas técnicas, la Unica con la capacidad de recuperar la funcién ovarica es la crio-
preservacion de tejido ovarico.
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1.2. Situacion actual del trasplante de corteza ovarica

La preservacion de la corteza ovarica, en pacientes diagnosticadas de cancer seguida
de reimplante sigue considerandose hoy en dia una estrategia experimental, en
practicamente todo el mundo.

Esta no solo permite preservar un gran numero de foliculos primordiales para restaurar
la fertilidad de forma espontanea, si no, ademas, recuperar la funcién endocrina.

No requiere estimulacion ovarica, ni retrasar el inicio del tratamiento y puede ser
utilizada en nifias pre puberes.

Diferentes autores han ido recopilando los casos trasplantados a nivel mundial y han
revelado que la utilizacion del trasplante de corteza ovarica es una alternativa efectiva
para la preservacion de la fertilidad (Otayo 2017, Silber 2016, Donnez 2015).

La revision mas reciente (Oktay 2017) analiza desde 1999 a 2016 todos los estudios
publicados. Los resultados muestran 309 trasplantes, 84 recién nacidos vivos y 8
gestaciones en curso.

La restauracion de la funcion endocrina fue del 63,9%.

Saca como conclusion, que la preservacion de la corteza ovarica deberia ser una
opciodn clinica de preservacion de la fertilidad.

La extraccion de la corteza ovarica debe ser, siempre que sea posible, realizada
previamente al inicio del tratamiento gonadotoéxico, por la légica pérdida de foliculos
(Oktem 2007).

1.2.1. El éxito de la investigacion traslacional del modelo animal al humano

La preservacion de corteza ovarica es, como tantos otros avances en la ciencia
médica, una historia del éxito de la investigacion traslacional.

A principio de los afios 50, diferentes grupos comenzaron a investigar qué ocurria con
el tejido ovarico en las ratas si se congelaba y se reimplantaba posteriormente.

En 1953 el grupo de Parkes analiz6 como se producia en ratas la regeneracion del
tejido ovarico injertado después de la exposicion a bajas temperaturas.

En 1954 Deansely extrajo a ratas de 7 dias tejido ovarico que se congelaba a -79°C.
Posteriormente, se reimplantaba en ratas adultas anexectomizadas. Una pequefa
parte del tejido consiguiod recuperar la funcion, pero la mayoria no funcioné.

Nuevamente Parkes, en 1956 encontré que en el proceso de congelacion se producia
una pérdida de la viabilidad del tejido.

Investigaciones posteriores de Deanesly (1954 y 1957) y de Green, Smith y
Zuckerman (1956); observaron que mas del 90% de los foliculos de las ratas se
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destruian en el proceso de congelacion previo. A pesar de eso, un pequefio nimero de
foliculos primordiales sobrevivian y maduraban.

Parkes y Parrot en 1960, demostraron que después del trasplante ortotdpico de tejido
ovarico congelado, las ratas recuperaban la funcion y la fertilidad, aunque no era la
misma que si se realizaba un trasplante en fresco.

En esta necesidad de mejorar el proceso de congelacion, se centraron los esfuerzos
del grupo de Parrot. En 1960 analizd, el resultado de la fertilidad en ratones que
habian recibido un trasplante de tejido ovarico congelado a -79 °C. Realizando
cambios en los procesos de congelacion, consiguié una mejora en la supervivencia del
tejido.

Estos fueron:

1) Embeber el tejido durante 30-40 minutos, en un medio de glicerol al 12%, en suero
de caballo previo a congelacion lenta a -79°C.

2) La destrucciéon de ovocitos, era mayor si se utilizaba glicerol al 8% o cuando el
tejido permanecia inmerso 1 o 2 horas en glicerol al 15% y cuando el tejido se
almacenaba a -79°C mas de 24 horas.

3) Embeber en soluciéon de glicerol a temperatura ambiente sin la posterior
congelacion también destruia ovocitos.

A partir del estudio de Parrot, se mejoraba en gran medida la pérdida de tejido debido
al proceso de congelacion. Se consiguid descendencia normal en algunas de las
ratonas sometidos al reimplante de tejido ovarico previamente congelado a -79°C.

Los resultados, indicaron que el almacenamiento congelado y el reimplante del tejido
ovarico podrian ser practicables cuando el potencial de fertilidad esté amenazado por
QT y/o RT.

En la década de los 90, diferentes grupos estudiaron la funcionalidad del trasplante de
tejido ovarico.

En 1996 Newton estudio el tejido ovarico de mujeres sanas congelado lentamente en
nitrdgeno  liquido, con diferentes  crioprotectores, almacenado durante
aproximadamente 2 meses y reimplantado en ratones SCID (con inmunodeficiencia
severa). La valoracion de este tejido era realizada mediante la autopsia de estos
ratones después del reimplante. En funcién del crioprotector el numero de foliculos
hallados variaba.

En 1998, Oktay determind la supervivencia de tejido ovarico humano xenotrasplantado
en ratones SCID. A los 22 meses del trasplante, este fue analizado. Se encontraron
células necréticas y foliculos primordiales sanos, y se comproboé que los foliculos eran
capaces de sobrevivir al proceso de congelado y de xenotrasplante por un largo
periodo de tiempo.

En 1999 Baird, tras demostrar que la funcién ovarica y la fertilidad podian ser
preservadas en ovejas después de la castracion y posterior reimplante de corteza
ovarica criopreservada, analizo la supervivencia de la funcion del tejido ovarico.
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Estudiaron la funcion ovarica en las ovejas trasplantadas durante 2 afios. Encontraron
que las concentraciones de FSH y LH volvian a niveles normales en las ovejas a las
60 semanas del trasplante. La normalizacion de la funcion lutea, estudiando los niveles
de progesterona, ocurria a las 44 semanas. Aproximadamente el 28% de los foliculos
primordiales sobrevivian al trasplante. En las autopsias realizadas a las ovejas a las 88
semanas, se encontraron un numero normal de foliculos antrales pero un escaso
numero de foliculos primordiales.

Este estudido demostré que, a pesar de una drastica reduccion del numero total de
foliculos primordiales, la funcién ovarica era recuperada en las ovejas después del
trasplante.

Esta conclusion, abria las puertas a la preservacion de la fertilidad en las mujeres que
fueran a ser sometidas a quimioterapia o radioterapia por motivos oncoldgicos o por
otras patologias no malignas.

En 2000, Kim estimuld tejido ovarico humano xenotrasplantado en ratones SCID.
Demostré que se podian madurar los foliculos, tras la estimulacion con gonadotropinas
y haga, hasta conseguir cuerpos luteos funcionales.

Ese mismo afio, Oktay publicé el primer trasplante de corteza ovarica humana con
recuperacion de la funcion. En este caso fue una mujer a la que se le realiz6 una
salpingooforectomia izquierda por quiste dermoide con 17 afos. Posteriormente, con
28 afos necesitd realizarse una salpingooforectomia derecha, en este momento se
criopreservo la corteza ovarica. Debido a los efectos secundarios de la menopausia, a
la paciente se le reimplant6 la corteza ovarica.

Quince semanas después del reimplante, se comenzd con estimulacion ovarica con
una respuesta normal por parte del tejido ovarico reimplantado, obteniendo un foliculo
dominante y una menstruacién posterior. Este fue el primer gran éxito de la
investigacion traslacional desde el modelo animal a los humanos.

En 2002, Van der Broecke investigé el crecimiento de los foliculos, tras estimulacion
del tejido ovarico humano xenotrasplantado en ratones. Comparo el xenotrasplante en
fresco frente al criopreservado. Concluyd, que los foliculos primordiales en la corteza
trasplantada fresca o congelada podia crecer bajo la estimulacion hormonal.

El primer gran éxito clinico, es decir, el primer nacido vivo, tras trasplante de tejido
ovarico humano fue publicado por Silber en 2005. Ahora bien, dicho trasplante habia
sido realizado en fresco entre dos hermanas gemelas monocigéticas en las que una
de ellas presentaba un fallo ovarico precoz (Silber 2005).

A partir de este momento, los éxitos de nacimientos después de reimplantes de
corteza ovarica se sucedieron.

Una primera serie de casos publicada en 2011 analizé el nacimiento de 13 nifios
(Donnez 2013). Entre 2013 (Donnez) y 2015 (Drittrich, Van der Ven) se publicaron mas
de 47 nacidos de madres tras trasplante de corteza ovarica.

En 2016, ya fueron mas de 70 nifios los que habian nacido en todo el mundo (Silber
2016). Diferentes grupos de trabajo han conseguido que tras el reimplante de la
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corteza ovarica las mujeres hayan podido recuperar su funcion ovarica y la fertilidad
(Donnez 2013, Jensen 2015).

En los ultimos datos de Oktay, en 2017 son ya 84 los recién nacidos vivos. Los autores
analizan desde 1999 a 2016 todos los estudios publicados sobre reimplante de corteza
ovarica. No se incluyeron ninguin caso de implante de corteza ovarica en fresco ni para
el tratamiento de fallo ovarico precoz.

En total 309 trasplantes con tejido ovarico preservado, con un total de 84 recién
nacidos y 8 embarazos en el momento de finalizaciéon de la revision. Con una tasa de
restauracion de la funcion endocrina del 63,9%.

Llegando a la conclusién de que, con estos datos, la presevacion de la corteza ovarica
deberia ser una opcién clinica, es decir no experimental, de preservacion de la
fertilidad, como previamente habia propuesto Silber en 2016.

A pesar del progreso clinico de los ultimos 17 afios, el proceso continia siendo
experimental. Uno de las causas, es la falta de datos sobre las tasas de éxito, debido a
la metodologia de los diferentes estudios publicados.

El objetivo principal de la revision realizada por Oktay en 2017 fue determinar el éxito
por paciente, determinando los recién nacidos vivos, embarazo y recuperacion de la
funcién endocrina.

La revisiéon se realizé de los ultimos 17 afios, desde el primer trasplante de corteza
ovarica (Oktay et al 1999) hasta la ultima publicacién de 2016.

Se revisaron 19 estudios. De estos, los datos de 10 estudios se pudieron utilizar para
contabilizar los recién nacidos después de trasplantes de corteza ovarica, las
gestaciones en curso y la restauracion de la funcién endocrina.

Los 309 trasplantes de corteza ovarica fueron realizados a 255 pacientes. Alguna
paciente necesitd varias intervenciones. De estas 246 recibieron corteza ovarica para
restaurar la funcion endocrina y la fertilidad, y 9 para recuperar exclusivamente la
funcion ovarica.

La edad media en el momento de la criopreservacion fue de 29.3 +/- 6.5 afios. (rango
de 9 a 44 afios). La edad media en el momento del trasplante fue de 33 +/- 5,7 afios
(rango de 13.8 a 45).

Cuarenta y cinco pacientes necesitaron dos o mas trasplantes antes de conseguir
gestaciones. En todas las gestaciones conseguidas tras el trasplante de corteza
ovarica, el tejido habia sido congelado mediante la técnica de congelacion lenta.

En la revision, de los 77 embarazo (en curso o partos) el 37,6% fue con técnicas de
reproduccion asistida. Por lo tanto, el 62,3% fue de manera natural.

De los 267 casos donde se habia descrito la técnica quirurgica, 195 se realizaron
mediante acceso laparoscépico (3 de ellos con cirugia robodtica) y 72 por via
laparotomica.
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De los 228 reimplantes donde se describid la localizacion, 195 fueron reimplantados
ortotopicamente, permitiendo gestacion espontanea, y 3 en localizacion heterotdpica.

En 30 casos se combind la localizacion heterotdpica con la ortotopica.

Hubo variacién en la localizacion del reimplante, pequefias porciones de tejido en la
pared pélvica (Oktay 2011), colocacion bajo la corteza ovarica de tejido menopausico
(Meirow 2005) o sobre el ovario decorticado (Silber 2008).

Algunos de los trasplantes se realizaron en dos tiempos para mejorar la
vascularizacién ovarica (Donnez 2004, Demeestere 2007, Donnez 2011, Roux 2010,
Revelli 2013).

También se utilizé matriz extracelular como anclaje para mejorar el reimplante en dos
pacientes, consiguiendo un recién nacido sano (Oktay 2016).

Las localizaciones heterotopicas incluyeron el antebrazo (Oktay 2001), abdomen
(Oktay 2004) y en el espacio retroperitoneal sobre la pared abdominal (Stern 2013).

La tasa acumulada de embarazo, extraido de la revisién de la literatura realizada por
Oktay en 2017, fue del 57.5% (69/120). Y la tasa de nacimientos, junto con embarazo
en curso fue del 37.7% (65/172).

Esto supone una tasa de gestacion del 28.4% con 49/172 mujeres que consiguieron
un embarazo en curso o una recién nacido después del reimplante de la corteza
ovarica.

1.2.2. Experiencia en gemelas monocigotas

Existen series de tejido ovarico trasplantado sin congelacion, que han servido para
mejorar la preservacion de la fertilidad, sobre todo, en lo que se refiere a la mejora de
la técnica de procesamiento de la corteza y técnica quirdrgica en pacientes con cancer
usando tejido ovérico congelado.

Se estudié una serie de 11 ovarios trasplantados en gemelas monocigotas con fallo
ovarico discordante, con el resultado de 14 embarazos y consiguiendo 11 recién
nacidos vivos; ademas recuperando la funcion hormonal normal a los 4-5 meses en
toda la serie. (Silber 2007, Silber 2008, Silber 2008).

Esta serie ha servido para comparar con criopreservacion de corteza ovarica por
motivos oncoldgicos, no encontrando ninguna disminucion en la reserva ovarica.

1.2.3. Beneficios del reimplante de tejido de corteza ovarica
El efecto beneficioso primordial es proteger la funcién endocrina y la fertilidad en

pacientes jovenes que van a recibir tratamiento gonadotoxico.

En diferentes estudios realizados no se han encontrado células malignas en la corteza
ovarica preservada (Kim 2001, Sanchez-Serrano 2009, Meirow 2008).
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Las dos indicaciones oncoldgicas mas frecuentes en nuestro ambito, son el cancer de
mama y la Enfermedad de Hodgkin (EH). En ambos casos, el implante se considera
seguro. Sanchez-Serrano en 2009 publicé por primera vez este hecho en cancer de
mama. Respecto a la EH, ya en 2001 Kim lo sugirio, y Meirow lo confirmé en 2008.
Otros autores, tampoco han descrito casos de reintroduccion del cancer por el
reimplante de tejido ovarico congelado (Greve 2012, Donnez 2013, Jensen 2015).

La posible causa de la ausencia de células tumorales metastasicas en el ovario puede
deberse a la naturaleza fibrosa y avascular de la corteza ovarica (Ortega 1981).

La recuperacion de los niveles normales de FSH a los 4-5 meses, suponen el periodo
de tiempo necesario para que los foliculos primordiales, después de ser reclutados, se
desarrollen a foliculos antrales y, uno de ellos, a foliculo ovulatorio.

El ascenso de la HAM hasta niveles normales, seguido de un descenso importante, se
debe al reclutamiento masivo de foliculos y su posterior depleciéon. Por la tanto, la
pérdida de foliculos de forma masiva no se explicaria por fendmenos de apoptosis por
isquemia, si no por el reclutamiento masivo post-trasplante (Winkler-Crepaz 2016)

A pesar de este reclutamiento, la corteza trasplantada continia funcionando con
normalidad durante afos por el descenso del reclutamiento de foliculos primordiales
que se produce cuando hay un descenso en la reserva ovarica (Wallace 2010).

Después del trasplante de corteza ovarica, las pacientes son capaces de conseguir
gestaciones espontaneas sin necesidad de tratamientos de reproduccion asistida.

Actualmente, muchas de las gestaciones son conseguidas de manera natural.
(Donnez 2013, Jensen 2015, Oktay 2017).

Otro de los beneficios plausibles es el reclutamiento de los foliculos “atrapados” en los
ovarios de las pacientes menopausicas. (Kawamura 2013, Suzuki 2015).

Cuando la reserva ovarica es muy baja, la capacidad para reclutar foliculos
desaparece, quedando estos atrapados como en un estado de fallo ovarico precoz.
Después del reimplante de corteza ovarica, se abre la posibilidad que estos puedan
ser también reclutados.

La presion intrinseca de la corteza ovarica puede ser uno de los mecanismos que
controlan el reclutamiento de foliculos primordiales. En un estudio que analizaba el
crecimiento folicular después de xenotrasplante en ratones, encontraron evidencia de
que el sobre-reclutamiento después del reimplante era mediado por el mecanismo
bioquimico via PTEN. (Winkler-Crepaz 2016). También encontraron que la
translocacién FOXO 3 en el nucleo era un mediador en el secuestro de los foliculos
primordiales inducidos por la presion intrinseca de la corteza ovarica.

1.2.4. ;Cémo funcionan los ovarios trasplantados?

Diez afios antes del éxito del primer trasplante, se analizd la recuperaciéon de la
fertilidad en ovejas (Gosden 1994).
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Para valorar el funcionamiento del ovario tras el trasplante, se compararon 11 casos
de reimplante en fresco con 11 de criopreservada por motivos oncoldgicos.

Ambos grupos tuvieron la misma recuperacion de la funcion. Los niveles de FSH,
volvieron a valores de premenopausia después de 150 +/-5 dias, menstruaciones a las
130 dias y elevacion masiva de HAM a los 170 +/-7 dias. Los niveles de HAM
descendieron a niveles por debajo de lo normales a los 240 +/-4 dias permaneciendo
durante varios afios con ciclos ovaricos normales. De esta serie se consiguieron 17
recién nacidos, 11 después del trasplante en fresco y 6 después del trasplante tras la
criopreservacion

1.2.5. Reflexidon de por qué el trasplante alarga la funcidn ovarica:
La reinstauracion de la funcién ovarica tras el reimplante

La cuestion es saber qué efecto ejerce la corteza ovarica trasplantada en la vida media
de la funcién ovarica de la paciente. A pesar del descenso de la HAM, se produce un
alargamiento de la vida media de la funcién ovarica.

En la literatura se ha descrito, en modelo animal, el fendmeno compensatorio que se
produce en la funcién ovarica para evitar una menopausia precoz, tras la realizacion
de una anexectomia unilateral (Gosden 1989). Se concluyé que la funcién ovarica no
se veia afectada por un descenso de la masa ovarica (Faddy 1992).

Otros estudios, apoyan que la realizacion de una oforectomia unilateral, no produce un
descenso de la fertilidad de las pacientes, encontrandose sélo un adelanto de la
menopausia en 1 o 2 afios (Saiduddin 1970, Meredith 1992, Kaaijk 1999, Kim 1999,
Aydin 2010 Koskas 2011, Zhai 2012, Yasui 2012, Thomas-Teinturier 2013,).

Estas conclusiones permitirian la preservacion de la corteza ovarica en pacientes sin
patologia que deseasen prolongar su vida media reproductiva. Si la oforectomia
unilateral no afecta de una manera negativa la fertilidad y no adelanta la menopausia,
podria ser el inicio para preservar la corteza y ser reimplantada posteriormente en
mujeres sanas con el objetivo de alargar la vida media reproductiva (Silber 2016).

1.2.6. HAM en la corteza ovarica

La hormona antimulleriana es una glicoproteina dimérica miembro de la superfamilia
de los transforming growth factors.

Se presenta en los ovarios fetales desde la semana 36 de gestacion, expresandose en
las células de la granulosa de los foliculos.

Es casi indetectable al nacimiento, inicia su incremento entre los 2-4 afios y contintia
hasta la pubertad tardia. Posteriormente permanece estable, mostrando un declive
progresivo durante toda la vida reproductiva hasta que empieza la pérdida de la
reserva ovarica, reflejando asi la disminucion folicular. Es indetectable en menopausia
o tras anexectomia bilateral, por lo que los valores circulantes son sélo expresién de
su origen.

26



Introduccion

Las células de la granulosa de los foliculos primordiales no la expresan, pero si la de
los foliculos primarios y de los antrales hasta un tamafio de 6 mm. Este efecto
inhibidor de la hormona antimulleriana (HAM) sobre la sensibilidad folicular a la
hormona foliculo estimulante (FSH), juega un papel importante en el proceso de
seleccion folicular.

La estabilidad y consistencia relativa, permiten emplearla como marcador de reserva
ovarica, de la transicion a la menopausia, como predictora de la hiperrespuesta y
prondstico en FIV y en el diagnoéstico de SOP. Por lo tanto, también sirve para
orientarnos en la reserva ovarica de las pacientes antes y después de trasplante de
corteza ovarica.

Tras la realizacion del reimplante, se produce un descenso progresivo de la FSH con
una reanudacion de las ovulaciones.

La hormona antimulleriana (HAM) en un primer momento aumenta, después se
produce un descenso a niveles muy bajos. Esta oscilacion de los valores se debe a un
reclutamiento masivo de los foliculos con la consiguiente deplecién sobre la reserva
ovarica.

Lo interesante, es que a pesar de ese descenso de los niveles HAM, el trasplante es
capaz de mantener la funcion durante un largo periodo de tiempo (Silber 2016).
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1.3. Valoracion ecografica del ovario y del endometrio hoy
para el trasplante

1.3.1. Estudio del desarrollo folicular

Nadie discute que los ultrasonidos han sido, junto con la endocrinologia ginecolégica,
los dos mayores avances en nuestra especialidad y que han sido, la causa
fundamental de la revolucidn experimentada por las técnicas de Reproduccion Asistida
(TRA). Hoy no se conciben éstas sin ecografia.

Se inicio esta “revolucién” con:

» La introduccion por Kratochwil, en Viena, de las sondas vaginales. La
descripcion de los cambios endometriales, la foliculogénesis y de los diversos
tipos de cuerpos luteos por Hackeléer en Hamburgo. La desaparicion de la
puncion folicular por via laparoscopica por la introduccion de la transvaginal
ecografica también en Viena por Feichtinger.

Este control de la foliculogénesis, ha sido facilitado y ampliado por la ecografia 3D/4D,
una realidad, que permite nuevos planos de vision, mejor calidad de imagen, nuevos
modos ecograficos (HD Live y modo silueta, AVC, el VOCAL, el modo inverso, etc.)
altisimas resoluciones y mejor valoracion de los érganos pélvicos.

En los ultimos afios, los avances de la 4D han sido tan espectaculares que
nuevamente han revolucionado las posibilidades reproduccion.

A pesar de ello, y cuando se revisan las Ultimas publicaciones, adn pueden
presentarse interrogantes fundamentales:

e ;Como valorar mejor la foliculogénesis?,;,como lograr conocer mejor los
foliculos antrales (FA) existentes?

e ;Coémo conocer el momento idoneo de la administracion de la hCG para
desencadenar la ovulacion?

e ;Qué efecto produce la luteinizacion del foliculo dominante sobre el resto de
foliculos en crecimiento?

e ;Cuando se considera que un cuerpo luteo esta activo, es regresivo o esta
luteinizado y no roto?

Por ultimo, las discusiones en relacion a las caracteristicas ecograficas del endometrio
(grosor, morfologia, delimitacion y volumen) son tan amplias que no es sencillo llegar a
una protocolizacién, que oriente hacia una adecuada valoracion del concepto de la
receptividad endometrial.

Capitulo aparte merece el valor del Doppler color y energia y, mas aun, sobre los
recientes avances en los variados modos de visualizaciéon que ofrece la 3D/4D.
(lustracién 1 a 3)

28



Introduccion

llustracion 1

Técnicas actuales para la monitorizacién de la Foliculogénesis natural y que superan, con mucho, a la
simple ecografia vaginal 2D convencional que aun hoy disponemos. Arriba e izquierda, planos
ortogonales e histograma calculando el volumen total del ovario, interesante cuando se estudia la reserva
ovarica. A la derecha, Doppler energia en cortes tomograficos. Esta técnica, mejora enormemente los
hallazgos del simple Doppler color. Abajo 2D en planos ortogonales y AVC de los foliculos antrales
existentes. Cada foliculo, aparece con un color diferente y podemos numerarlos y medirlos. Destaca, en
azul, el foliculo dominante.
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llustracion 2: Foliculogénesis. Imagen vascular alrededor de cada foliculo obtenida con ecografia 3D
angiopower.

Puede verse, como sélo los foliculos pre-ovulatorios disponen de una ingente vascularizacion peri-
folicular, que permitira la transvasacion desde los vasos al interior del liquido folicular, sin que aumente la
presién interna en el foliculo. En la parte superior de la imagen los mismos foliculos vistos con AVC.
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llustracion 3: Foliculogénesis espontanea. La nueva tecnologia “silueta” delimita el perfil de las estructuras
y permite ver cada uno de los foliculos antrales.

1.3.1.1. Nociones ecogrdficas en el control de la foliculogénesis

Entre los medios disponibles para una adecuada monitorizacién de la foliculogénesis,
resulta evidente, que solo la ecografia es capaz de ver la evoluciéon del crecimiento
folicular en cortos periodos de tiempo.

La foliculogénesis, se inicia al menos entre 70 y 74 dias antes de la ovulacion, es
decir, dos ciclos y medio antes.

La inician de 400 a 500 foliculos primordiales y primarios, en un area ovarica, cada vez
distinta, sin que se sepa los mecanismos de ;jpor qué en esa area y por qué en ese
ovario en concreto; Este hecho ocurre independiente de la accion de las hormonas
hipofisarias.

Aunque desconocemos el mecanismo ultimo por el cual estos foliculos inician el
crecimiento, se sabe que estan implicados factores de crecimiento locales, la
presencia de una mejor micro-vascularizacion folicular y la existencia de una capa de
células de la granulosa intacta y funcional.

Cuanto mayor sea el numero de células en esta capa de granulosa, lo sera el de
receptores para las hormonas gonadotropinas (FSH y LH), y, consecuentemente,
mayor sera la posibilidad de desarrollo y dominancia folicular.

La foliculogénesis ovarica tiene tres fases bien establecidas:
1. Reclutamiento de la cohorte folicular.

2. Seleccion de 20-25 foliculos antrales durante el pico de la FSH inter-ciclica del
ciclo anterior.

3. Dominancia y maduracion folicular de uno o, excepcionalmente, més foliculos.
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El final de la inmensa mayoria de foliculos pre-antrales y antrales sera su atresia,
motivada fundamentalmente por la apoptosis.

1.3.1.1.1. Visién y recuento de los FA en situacion basal

El conocimiento de los FA, los antrales existentes en la ecografia basal y, (aunque en
menor magnitud), del volumen ovarico, tiene una importancia capital para el
conocimiento de la reserva ovarica.

En un intento por protocolizar la valoracion, se ha establecido que la medicion de los
FA debe realizarse durante los primeros dias del ciclo menstrual.

La ecografia vaginal es capaz de ver y medir estos pequefios foliculos (2 a 3mm). Esta
vision es mucho mas sencilla cuando empleamos la ecografia 3D en sus diversos
modos: el inverso, AVC, VOCAL vy silueta (llustracién 4 y 5).

llustracion 4: Recuento de foliculos antrales mediante modo AVC, en colores, y silueta.

La forma de calcular el nimero de foliculos antrales para el conocimiento de la reserva ovarica ha
cambiado drasticamente en los ultimos afios con estas nuevas tecnologias.
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llustracion 5: Célculo automatico del volumen ovarico con modo VOCAL.

Vemos toda la superficie ovarica y en su interior los foliculos. Este célculo, recomendado por la
clasificacion de Rotterdam de los ovarios poliquisticos.

1.3.1.1.2. La monitorizacién de la foliculogénesis.

Las ecografias vaginales 2D o 3D permiten un control 6ptimo (diario o en cortos
intervalos de tiempo) del crecimiento folicular.

Es aconsejable realizar el primer control ecografico, los 2-3 primeros dias de ciclo. Los
controles posteriores, en ciclos inducidos, se haran tras seis dias de administracion de
gonadotrofinas o a los 4-5 dias de finalizar el citrato de clomifeno.

1.3.1.2. La foliculogénesis varia segun se trate de un ciclo espontdneo o inducido

1.3.1.2.1. Ciclo natural

Como acabamos de mencionar, la primera ecografia (o basal), debe realizarse en los
dias 2° 0 3° del ciclo y aporta un conocimiento muy aproximado de la reserva ovarica.

Foliculos que se observan de entre 2 a 9 mm forman parte de la cohorte de foliculos
antrales pequenos que estan iniciando su proceso de maduracién. Pronto se ve
emerger un foliculo dominante entre ellos diferenciado por su mayor tamafio y
crecimiento mas rapido.
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Los acompafantes 0 no crecen o se atresian. Raramente alcanzan los 14 mm.

Es a partir de este momento cuando, si se desea, pueden realizarse determinaciones
hormonales y controles ecograficos cada 48 horas.

El crecimiento folicular, va parejo a la produccion de 173- estradiol y se considera que
el foliculo estd maduro cuando produce ~ 250 pg/ml.

Dado que, en ciclos espontaneos la relacién entre el crecimiento folicular y la
produccién de estradiol es lineal hasta el dia 10 de ciclo, estas determinaciones
pueden evitarse.

El crecimiento del foliculo dominante, a partir del dia 10 de ciclo, ya no es lineal sino
exponencial. El foliculo crece tanto mas rapido cuanto mas préoximo esta de la
ovulacion y aun mas cuando se aproxima esta. Crece a una velocidad de 1 a 1,2
mm/dia hasta el dia 10, y una media de 1,8 mm al final de la fase proliferativa.

Antes de la ovulacion, el diametro folicular medio del foliculo ovulatorio es de 22 a 25
mm (ocasionalmente entre 18 y 36 mm) y este su crecimiento es el Unico marcador
que va a predecir con seguridad la ovulacion (Figs. 6 a 9).

llustracion 6: Foliculo dominante o de De Graaf. Junto a él varios FA pequefios. La flecha sefiala el
desprendimiento de una zona de la granulosa, signo ecografico indirecto de ovulacion inminente.
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llustracion 7: Foliculo maduro preovulatorio. Observamos toda la cavidad. Ecografia 3D

llustracion 8: Foliculo maduro en fase preovulatoria. Ecografia HD Live con varias orientaciones
espaciales del foco de luz.
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llustracion 9: Foliculo maduro. HD Live.

Esta técnica, permite ver todo su interior desde distintos angulos luminosos, apareciendo de esta forma
luces y sombras que mejoran la calidad de visién. Igualmente se puede ver con maxima luminosidad.

Un resumen muy aproximado seria:

CARACTERISTICAS ECOGRAFICAS DEL FOLICULO MADURO
PRE-OVULATORIO O DE DE GRAAF

Tamafio 2 21-25 mm, en ciclo espontaneo

Tamafio = 18 mm, en una induccion con clomifeno y /o HMG

Tamafio = 15 mm, en una inducciéon con Gonadotropinas

Produccion superior a 250 pg/ml de 17( Estradiol

Aparicién del cumulus oophorus

Aparicion del signo de espinas de rosal o contorno irregular

Aparicion de desdoblamiento de la granulosa
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Existen otras imagenes ecograficas predictoras de que la ovulacion estd muy proxima,
pero no son siempre visibles:

Visualizacion del cumulus oophorus

Con ecografia vaginal, se suele ver en el 20% que aumenta al 50 % si se emplea
ecografia 3D/4D/HD Live y siempre en foliculos mayores de 18 mm (llustracién 10 a
13). Aparece menos de 24 horas antes de la ovulacion.

En realidad, estamos observando aquellos foliculos que son mas maduros y que con
mucha probabilidad contendran ovocitos en Metafase Il, por tanto, los ideales para que
sean fertilizados (o para puncionar en casos de ciclos FIV/ICSI).

llustracion 10: Cimulus oophorus marcado por las flechas amarillas visto en 4D HD Live y VOCAL (arriba)
y en tres cortes seriados del mismo foliculo (abajo)
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llustracion 11: Cimulus oophorus.

llustracion 12: Cimulus oophorus, en su porcién superior vemos ya el desdoblamiento de una parte
de la granulosa (Flecha).
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Desdoblamiento de la granulosa

Aparece en las 5 a 12 horas que preceden a la ovulacién (ilustracion 6 y 12). Se
produce al edematizarse la teca, por el efecto de la hialuronidasa.

Aparece como un halo irregular y eco negativo. Como en el signo anterior, es dificil ver
con ecografia vaginal, pero se ve en el 50% de foliculos ovulatorios empleando
3D/4D/HD Live. Al igual que con la vision del cumulus, es un signo que indica potencial
de maduracion folicular.

Aparicién de las “espinas de rosal”

En estos casos, la capa granulosa es ya irregular, esta ya ondulandose, rompiéndose,
apareciendo indentaciones hacia el interior del foliculo (ilustracion 13).

llustracién 13: Espinas de rosal marcadas por las flechas en una imagen 2D. Son fragmentos de la
granulosa rota que se desprende hacia el interior del foliculo. Aparecen < 12 horas antes de la ovulacion.

Estas dos ultimas imagenes coinciden con el inicio de la luteinizacion.

También, como en los casos anteriores es dificil de ver con ecografia vaginal (18%),
pero debe buscarse con 3D y HD Live (60%).
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OVULACION

Tras la rotura de la pared folicular se produce la salida del liquido folicular, un
fendmeno que “no es explosivo “. Puede durar de escasos segundos a 30-45 minutos.

Se han descrito numerosos signos ecograficos, tanto con ecografia abdominal como
vaginal, pero vamos a enumerar los que consideramos de interés clinico:

e Desaparicion brusca del foliculo (es un signo indirecto y poco util). Es mas
importante si se acompafia de aparicion simultanea de liquido en Douglas

e Aparicion de las tipicas imagenes del cuerpo luteo.

Pasados pocos minutos, el antro folicular se rellena total o parcialmente con sangre
apareciendo la tipica imagen del cuerpo liteo “hemorragico” de forma irregular, con
ecos internos y frecuentemente la pared engrosada.

Esta es la primera imagen realmente patognomoénica y, si se busca, se encuentra
practicamente en el 100% de los casos. (ilustracion 14).

llustracién 14: Cuerpo luteo hemorragico visto en imagen tomografica y HD Live.
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Tras esta, el cuerpo luteo toma tres formas ecograficas de presentacion, todas
igualmente patognomonicas de ovulacion.

Es importante recalcar, que dos de sus imagenes ecograficas, la reticular y
especialmente la eco-gris, pueden pasar desapercibidas a la 2D vaginal,
especialmente, si no se utiliza el Doppler (ilustracion 15).

Las tres formas ecograficas del cuerpo luteo son:
a) Cuerpo luteo en tres capas:

El cuerpo luteo, muestra una capa externa hiperrefringente con 2D vaginal, debido al
engrosamiento de la pared de la teca; una capa intermedia gris, por la refringencia de
la granulosa-teca luteinizada; y una capa interna y central negra, debida al acumulo de
sangre.

Es la forma mas comun, al estar presente en el 90% de casos (ilustracion 15y 16).

llustracion 15: Cuerpo luteo en tres capas con planos ortogonales y Doppler energia. Se ve claramente el
centro eco negativo, a su alrededor una capa gris, la granulosa luteinizada y por fuera y con numerosos
vasos formando el “anillo de fuego” una capa mas blanca.
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llustracion 16: Cuerpo luteo de tres capas HD Live. La flecha amarilla sefiala la cavidad, la verde la
granulosa y la roja la teca. La parte superior de la imagen muestra “el anillo de fuego” Doppler — energia y
HDLive con maxima luminosidad.

b) Cuerpo luteo con imagen reticular:

Esta imagen, suele aparecer entre las primeras 48-72 horas de la ovulacion y esta
producida por el coagulo fibras de reticulina, colagena y células luteinicas diseminadas
que le confieren el aspecto de reticula. (ilustracién 17).

llustracion 17: Cuerpo luteo reticular. Obsérvese que bien se ve el reticulo empleando HD Live y maxima
luminiscencia.
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Puede también mostrar alguna area sdlida o eco-grises, irregular, que corresponden a
zonas de granulosa. Es una imagen "temporal", tras 48-72 horas siempre desaparece.

c¢) Cuerpo luteo eco-gris:

Es dificil de diferenciar del estroma ovarico, pero sencillisimo si se emplea Doppler, ya
que aparece la caracteristica vascularizacion periférica intensa, de bajisima
resistencia, denominada "anillo de fuego". Sin Doppler, puede pasar desapercibido al
confundirse con el resto del estroma ovarico (ilustracion 18).

llustracién 18: Cuerpo lateo gris con el caracteristico “anillo de fuego” producido por la enorme cantidad
de vasos que rodean tanto al foliculo pre-ovulatorio como al cuerpo. luteo. Mostramos el anillo con
Doppler energia y color. En el centro, en rojo, se ha calculado mediante VOCAL el volumen del cuerpo
liteo.

Con Doppler 3D resulta sencillisimo su diagnéstico (ilustracion 18). Esta imagen esta
producida por la granulosa-teca luteinizadas ocupando toda la cavidad folicular y sin
presencia de sangre o coagulos. Es muy tipica a partir del 21° dia del ciclo (ilustracion
18y 19).
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llustracion 19: Cuerpo luteo gris en HDlive. Puede resultar muy dificultoso de ver, como en el presenten
caso (flecha), pues se confunde con el estroma ovarico.

Dada la enorme vascularizacion que acontece por la invasion de los vasos desde la
granulosa-teca luteinizada, el estudio Doppler representa una ayuda extraordinaria.

El cuerpo luteo alcanza un tamario de 2 a 3 cm, pero puede alcanzar facilmente los 5-
6 cm, por lo que se confunde con quistes u otras tumoraciones.

Es preciso recordar, que esta imagen soélo debe controlarse, pues desaparecera con o
tras la menstruacion.

Todos estos cambios ovaricos iran acompafiados de los correspondientes en el
endometrio, que mencionamos posteriormente.

Los foliculos que persisten tras el dia14 de ciclo, sin presentar las imagenes de cuerpo
luteo y, naturalmente, sin cambios en el efecto Doppler, son “foliculos luteinizados no
rotos o LUF”. Este hallazgo no es infrecuente (aprox. 6% de ciclos inducidos).

DOPPLER

El Doppler adquiere mayor relevancia las 24 horas previas a la ovulacién, cuando
aparece una vascularizacion peri-folicular destacable. Tampoco, predice la hiper-
estimulacion en ciclos inducidos.

Las 24 horas previas a la ovulacién, el foliculo dominante se rodea de una capa
vascular de baja resistencia, siempre muy fina y que ocupa el 50-75% de la periferia
del foliculo (ilustracion 20).
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llustracion 20: Hiperestimulacién estudiada con Doppler energia. Se observan numerosos foliculos con el
“anillo de fuego” preovulatorio.

Funcionalidad del cuerpo luteo

El estudio Doppler valora la funcién del cuerpo luteo, lo que supone una aplicacién
excepcional de la ecografia. La granulosa-teca luteinizada es muy rica en vasos, de
gran grosor y de muy baja resistencia.

Aparece asi la mencionada "corona de fuego", imagen formada por todos los vasos
que rodean el cuerpo luteo y patognomonica del foliculo maduro y luego del cuerpo
luteo. Se presenta en todos los casos independientemente del tipo de imagen de
cuerpo luteo que aparezca (ilustracion 15, 18 y 20).

La medicion de sus indices de resistencia y pulsatilidad permite conocer su actividad
funcional. Valoran también la existencia de una insuficiencia de cuerpo luteo si éstos
se mantienen altos o se elevan durante la fase secretora.

1.3.1.2.2. Ecografia del ciclo inducido

Cualquier protocolo de inducciéon medicamentosa de la ovulacion es "anti-fisioldgico".
Todos ellos (incluidos el clomifeno y letrozol) tienen como consecuencia una hiper-
estimulacion al seleccionar mayor cantidad de foliculos y producen un desarrollo
folicular mas rapido y corto.
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Aun siendo todo lo anterior "tedéricamente" contraproducente, no lo es, porque la
especie humana dispone de millones de foliculos primordiales y primarios desde los 7
meses de vida intrauterina para consumir.

Cuando se alcanza la pubertad, entre 11 y 13 afos, los ovarios tienen 350.000
foliculos que soélo produciran entre 400 y 450 ovulaciones a lo largo de toda la vida
reproductiva.

Es decir, la reserva ovarica es muy elevada y la generacion medicamentosa
multifolicular y posterior ovulacion no la agotard mas precozmente.

Estos conocimientos resultan fundamentales a la hora del control ecografico y también
para conocer las diferencias con la foliculogénesis espontanea.

En el control de ciclos inducidos, debera realizarse una ecografia basal para
conocerse la reserva ovarica.

La siguiente ecografia se hara a los cinco/seis dias de iniciada la estimulacion con
gonadotropinas o a los 3-4 dias de acabar con el clomifeno o letrazol. No tiene sentido
antes. Tampoco precisan realizarse determinaciones de estradiol durante estos dias.

El crecimiento folicular, es casi siempre asincronico. Inician el crecimiento los foliculos
antrales existentes, pero lo hacen probablemente en distintos momentos y a distintas
velocidades.

Esta asincronia, es uno de los problemas basicos en la induccion de la ovulacion. La
velocidad del crecimiento, es mayor que en el ciclo espontaneo, los foliculos crecen de
forma exponencial y mucho mas rapida. Una vez se administra la hCG para liberar la
ovulacion con un diametro folicular de alrededor de 17 -18 mm; los foliculos seguiran
creciendo durante ~40 horas.

El crecimiento folicular, tampoco va parejo a la producciéon de 17-f estradiol. La cifra
global que se obtiene, representa el valor “total” de su producciéon por todos los
foliculos, pero dado que este crecimiento es asincrénico, es decir, de tamafos
diferentes, crecen a velocidades distintas y por tanto produciran cantidades diferentes
de estradiol. La cifra global, deberia dividirse por el nimero total de foliculos que se
observan para estimar, de forma solo aproximada, cual es la produccién de cada uno
de ellos. Los hay que producen mucho y otros poco estrégeno. El valor de la division
equivaldria a que todos los foliculos fueran iguales y produjeran idénticas cantidades
hormonales, lo que no es cierto.

El foliculo mayor, no siempre contiene el ovocito mas maduro, ni tampoco siempre es
el que mayor produccion hormonal tiene. Por ello, es recomendable puncionar todos
los foliculos que superen los 14 mm y todos aquéllos que muestren el complejo
cumulus ovocitario.

Como vemos, la ecografia, resulta fundamental para una adecuada monitorizacion de
un ciclo de estimulacion ovarica.
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DOPPLER DEL CICLO INDUCIDO

Aunque se ha pretendido que, con esta técnica, se evitaria la (potencialmente) grave
complicacion del sindrome de hiperestimulacion ovarica, creemos que la angiografia
3D no la pueden prevenir eficazmente (ilustracion 20). Se puede presentar con
independencia del tamafio y nimero de vasos perifoliculares o medulares existentes
en los ovarios.

1.3.1.2.3. Modos actuales: modo inverso, vocal, sono AVC, HD Live y silueta

AVC y VOCAL
Entre las ventajas que aporta tenemos:

La valoracion semi-automatica del recuento de FA, sus didmetros y del volumen del
liquido folicular de forma mucho mas precisa a como se realizaba hasta la actualidad
(ilustracion 21 a 24). De importancia capital para una acertada prediccion de la
respuesta ovarica y eleccion del protocolo de estimulacion.

BAJA RESPUESTA SURFACE

INVERSO e

llustraciéon 21: Imagen de baja reserva ovarica, pocos FA en el ovario, estudiada con modo AVC (arriba e
izquierda), modo 3D de superficie (arriba derecha y abajo izquierda) y modo inverso (abajo derecha).
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llustracion 22: Imagen de baja respuesta ovarica, solo se ven 4 FA con 2D pero sobre todo con AVC.

llustracion 23: Excelente respuesta, muy buena reserva ovarica. 2D/3D, HD Live modo inverso y AVC,
Cada FA existente, que se ven mucho mejor que en 2D, aparece de un color, numerados y con su
volumen calculado de inmediato y automaticamente.
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llustracion 24: Modo AVC. Alta respuesta, riesgo de hiperestimulacién. Nuevamente cada FA aparece con
un color y el software nos medira cada uno de ellos. De esta forma pueden seleccionarse los foliculos que
se deseen puncionar.

La valoracion volumétrica de cada FA. Esta ha permitido conocer que:
e un volumen de 1 ml se corresponde a un diametro > 12 mm
e un volumen de 4 ml se corresponde a un diametro > 18-20 mm
e un volumen de 7ml se corresponde a un diametro > 24 mm

El valor obtenido con esta tecnologia se correlaciona mejor con el grado de
maduracion ovocitaria observado tras la puncion.

De todo ello se ha deducido, importante para la clinica, que:

e El foliculo dominante, no afectara a la fertilizaciéon de ovocitos de foliculos
antrales mas pequefios, que también son puncionados en los procedimientos
FIV.

e Que la aspiracion de foliculos que superan los12-14 mm permite obtener
ovocitos metafase II.

» Que tras la administracion de la hCG, La mayor cantidad de ovocitos maduros
se obtienen de foliculos entre 18 y 20 mm.

» Que no hay que esperar a alcanzar tamanos foliculares mayores. Por ello
pueden aspirarse mas cantidad de FA que solo los de mayor tamafio y con
posibilidades de lograr ovocitos.

El VOCAL es especialmente importante en la valoraciéon volumétrica del ovario y de
cada foliculo (ilustracion 5,18 y 26), que hoy es un criterio diagnéstico, por ejemplo, en
el sindrome de ovarios poliquisticos.
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MODO INVERSO

Es muy interesante en la valoracion del numero y volumetria de los foliculos antrales
(ilustracion 25). Sirve asi para el calculo de la reserva ovarica.

llustracion 25: Valoracién del numero de FA existente mediante modo inverso en un caso de
hiperestimulacion

Al aplicarse la técnica, deja de visualizarse el parénquima ovarico y los foliculos, eco-
negativos, pasan a verse positivos. Recientemente ha sido cuestionada pues parece
dejan de observarse FA de pequefio tamafio.

ALTA DEFINICION EN TIEMPO REAL (HD LIVE) Y SILUETA

Como hemos insistido repetidamente, la HD Live ha sido el primer modo ecogréfico,
tras la introduccion de las altas frecuencias via vaginal, que ha mejorado la calidad de
imagen (ilustracion 26).

50



Introduccion

llustracion 26: 3D, HD Live y AVC de un ovario hiperestimulado. Obsérvese la calidad de las imagenes
que se obtienen.

Solo recientemente se ha introducido el modo silueta que ayuda a definir mucho mas
nitidamente las imagenes (ilustracion 27).

llustracién 27: Modo 3D HDLive, Silueta ovario con foliculos antrales.
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1.3.2. Estudio ecografico del endometrio

En la foliculogénesis, casi tan importante como la calidad ovocitaria es el impacto en el
endometrio, hoy conocido como la receptividad endometrial. Los parametros
ecograficos descritos asociados a los resultados reproductivos en ciclos FIV/ICSI son:

e El grosor endometrial.

e El patron endometrial (ecogenicidad y homogeneidad).
e Volumetria.

e Los hallazgos en la vascularizacion con 3D/4D.

Referente al a ecogenicidad y homogeneidad, los mejores resultados reproductivos en
ciclos FIV/ICSI se logran cuando se visualiza la linea trilaminar en el periodo peri-
ovulatorio (11).

El volumen endometrial se relaciona con la probalilidad de gestacién, siendo mayor si
es superior a 6 ml. (ilustracion 28).

llustracion 28: Modo VOCAL. Es la forma ideal para valorar la respuesta ovarica y la receptividad uterina
obteniendo el volumen folicular (izquierda) y el volumen endometrial (derecha) que aparece totalmente
separado del miometrial.

Debe emplearse la 3D Doppler angiopower. Existe una relacion significativa entre los
indices vasculares y éxito reproductivo (ilustracion 29).
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V 530 e’

llustracion 29: VOCAL de un Utero normal acompafiado de angiografia 3D Doppler. Vemos
clarisimamente toda la vascularizacién endometrial, subendometrial y miometrial.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Creemos que:

El tejido ovarico autdlogo, trasplantado ortotépicamente, es capaz de comportarse
como el ovario intacto tanto funcional como morfolégicamente.

Si el ovario de la paciente era funcionalmente activo antes de la extraccién, al
reimplantarlo deberia recuperar su funcion fisiologica, con los beneficios que eso
aporta a la paciente de forma natural.

La ecografia 3D/4D, con los nuevos modos de que disponemos, serviria como método
valido para confirmar la recuperacién funcional ovarica tras el reimplante.
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3. OBJETIVOS

Nuestros objetivos han sido:

El estudio del trasplante ortotdpico autdlogo de tejido ovarico mediante las
técnicas ecograficas HD Live, VOCAL, AVC, Modo inverso, Doppler Color,
energia, TUl y Silueta, junto a las determinaciones serologicas hormonales.

Analizar los resultados de recuperacion de la funcién hormonal ovarica y
morfoldgica.

Confirmar que el estudio ecografico es un método valido para evaluar la
recuperacion de la funcién ovarica después del reimplante.

Conocer la evolucion clinica de los casos analizados.
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4. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se ha estructurado centrandonos en el analisis exhaustivo de
pacientes a las que se preservo la corteza ovarica.

Consiste en un estudio descriptivo de una serie de casos de ocho casos. Se ha
procedido a un completo seguimiento, analisis ecografico y de la funcion ovarica
endocrina de las pacientes.

La realizacién de este trabajo fue aprobada por el Comité Etico del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. Todas las pacientes fueron informadas de las caracteristicas
del estudio.

PACIENTES
Criterios de inclusion:

e Pacientes a las que se les preservo la corteza ovarica tras un diagndstico de
cancer.

e Pacientes que recibieron el reimplante de tejido ovarico ortotdpicamente.

e Pacientes pendientes de ser reimplantadas con su tejido ovérico
criopreservado.

Como el objetivo, ha sido valorar cémo influye en la funcién ovarica tras reimplante del
tejido ovarico, se ha estudiado a pacientes pendientes o a las que se les realizd un
reimplante.

De las ocho pacientes, cuatro ya tenian realizado el reimplante en el momento de
inclusion.

Hemos realizado estudios ecograficos completos en cuatro pre-trasplantadas y seis
post-trasplantadas.

A dos se les pudo hacer un amplio estudio ecografico antes y después del trasplante.

A otras dos se les realiz6 una monitorizacion del ciclo ovarico en los dias 2-3 y 10-14.
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Segwmlento cI|n|co

Analitica hormonal [ FSH. LH, E, PG, HAM

VO

DOPPLER

ANAMNESIS

Se realizé una anamnesis detallada de los antecedentes médicos, quirdrgico y gineco-
obstétricos. También en los antecedentes familiares.

En la historia se recoge también el tipo de cancer con sus caracteristicas, que
tratamiento han llevado y durante cuanto tiempo.

Se realizd una descripcion detallada del tipo de quimioterapia, hormonoterapia vy, si
hubo, radioterapia.

Se describe el momento en el que se realizd la extraccion de la corteza ovarica, si
antes o después de la quimioterapica; de donde se realizd la extraccion (ovario
derecho o izquierdo); el tipo de cirugia que se realiz6 en la extraccion.

También en el caso de reimplante de corteza ovarica, se detalla si se reimplanté todo
el tejido criopreservado y sobre que ovario.

Se llevé a cabo, una recogida de analiticas de cada una de las pacientes de los
ultimos afios de la paciente, asi como monitorizacion hormonal durante le seguimiento.

También se realizé6 descripcion detallada del tipo de quimioterapia (descripcion de
ciclos), hormonoterapia y si hubo radioterapia.
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METODOS

Determinaciones serolégicas hormonales para comprobar la funcién hormonal
ovarica.

Evaluacion ecografica pre y post-trasplante:

Ecografia 2D, 3D, 4D y otros modos.

Analisis ecografico completo del ovario valorando:
e volumen.
e estructura
e medicién del estroma.
e valoracion del foliculo dominante.
e recuento de foliculos antrales.
e Vascularizacion:
o Efecto Doppler: indice de resistencia, indice de pulsatilidad.
o Angiopower Doppler volumétrico:
= Indice de Vascularizacion (1V).
= Indice de Flujo (IF).
= Indice Vascularizacion Flujo.

A continuacién, estudio del trasplante ortotopico autélogo de tejido ovarico
basandonos en la técnica ecografica modo inverso, HDlive AVC, VOCAL y Silueta.
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4.1. Determinaciones hormonales

e Hormona Foliculoestimulante (FSH)

e Hormona Luteotropa (LH)

e Estradiol

e Progesterona

e Hormona Antimulleriana (AMH)
Todas: Muestra: Suero

Método: Electroquimioluminiscencia (= Inmunoanalisis
quimioluminiscente)

Fabricante Reactivos: Roche Diagnostics
Plataforma analitica: Cobas 8000
FSH:
Calibracion: Segundo estandar de referencia IRP 78/549 de la OMS
Limite de deteccion < 0.100 mUI/mL
Valores de Referencia IC 90% (mUl/mL)
* Fase folicular: 3.5-12.5
* Fase ovulatoria: 4.7 -21.5

» Fase lutea: 1.7 - 7.7

LH:
Calibracion: Segundo estandar de referencia NIBSC 80/552
Limite de deteccién: 0.100 mUl/mL
Valores de Referencia: IC 90% (mUI/mL)
* Fase folicular: 2.4 - 12.6
* Fase ovulatoria: 14.0 - 95.6

* Fase lutea: 1.0-11.4

Estradiol:
Calibracion: CRM 6400a por DI-CG/EM
Limite de Cuantificacion: 25 pg/mL
Valores de Referencia: IC 90% (pg/mL)
* Fase folicular: 27 - 156
* Fase ovulatoria: 48 - 314

» Fase lutea: 33 - 298
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Progesterona:
Calibracion: BCR-348R y ERM-DA347
Limite de Cuantificacion: 0.2 ng/mL
Valores de Referencia: IC 90% (ng/mL)
e Fase folicular: <0.2- 0.89
e Fase ovulatoria: <0.2 - 12.0

e Fase lutea: 1.83-23.9

AMH:

Calibracion: Beckman Coulter AMH Gen Il ELISA
Limite de Cuantificacion = 0.030 ng/MI

Valores de Referencia: IC 90 % (ng/mL)

Edad (afios) 20-24: 1.66 - 9.49
25-29: 1.18-9.16
30-34: 0.67 —-7.55
Valores de Referencia: IC 80 % (ng/mL)
Edad (afios) 35-39: 0.78 -5.24
40-44: 0.10 —2.96
45-50: 0.05-2.06

Material y métodos
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4.2. Corteza ovarica

4.2.1. Extraccion

La corteza ovarica, es la estructura funcionante del ovario. Tras la ooforectomia, la
médula suele necrosarse y su eliminacion del injerto ejerce un efecto antiinflamatorio y
antinecrdtico. (Byrne 1999). El ovario humano, por su tamafo, puede ser perfundido
con crioprotectores, sin embargo, éstos no permean en todo el espesor del tejido,
pudiendo producir necrosis y una baja supervivencia folicular. La decorticacion ovarica,
manteniendo in situ la médula, permite conservar «inalterada» la red neural simpatica
y sensitiva que acompafa a los vasos en el hilio ovarico. Esta red, libera el péptido
intestinal vasoactivo que inhibe la apoptosis y evita la atresia folicular. La
criopreservacion de corteza ovarica, empleando los crioprotectores actuales, permite
la supervivencia de foliculos primordiales, siendo la poblacion folicular superviviente,
similar en el injerto de tejido ovarico fresco y en el de tejido sometido a congelacion-
descongelacion.

Por todo lo anterior, el procedimiento quirtrgico elegido, consiste en extraer tejido
cortical ovarico, mediante su diseccion de la médula con tijera fria, habitualmente
mediante acceso laparoscopico. Con tijera fria, se puede producir un ligero sangrado
medular, pero la corteza, al ser avascular no sufre el dafio que se produciria si se
utilizara electrocoagulacion.

En la obtencién del tejido ovéarico para su congelacion y posterior trasplante
consideramos los siguientes aspectos:

a) Tamaiio: Se podria trasplantar el ovario completo o bien solo la corteza ovarica. La
posibilidad de trasplantar un ovario completo, con su pediculo vascular, ha sido
propuesta por algunos autores, aunque tanto la técnica quirirgica como el modelo de
criopreservacion todavia representan retos importantes. El ovario humano entero
podria ser perfundido con crioprotectores, pero, por su tamafo, éstos podrian no
penetrar en todo el espesor del tejido, pudiendo producirse necrosis y baja
supervivencia folicular; ademas, el posible trasplante de 6rgano, entrafia un riesgo
inaceptable de trombosis y otras complicaciones médicas y quirurgicas (Bedaiwy 2003,
Revel 2004, Martinez-Madrid 2004).

Por ello, la opcion de la corteza es la elegida. Respecto a las dimensiones del tejido
por implantar, si bien hay uniformidad en el espesor (entre 1 y 2 mm), hay diferentes
experiencias con fragmentos que van desde unos 2 6 3 mm2 hasta aproximadamente
1 cm2 (Oktay 2000. Schmidt 2005, Callejo 2001, Gook 2001, Oktay 2004).

En ocasiones, algunos autores han implantado hasta 80 pequefios fragmentos
suturados sobre una membrana de celulosa (Oktay 2000), pero los mejores resultados
sean obtenido cuando se han implantado fragmentos de mayor tamafo (Meirow 2005,
Jeremias 2003).

Ademas, hay que tener en cuenta la distribucién no homogénea de los foliculos en la
corteza ovarica (Schmidt 2003).

64



Material y métodos

Asi como a una variabilidad significativa en la densidad folicular entre muestras
diferentes del mismo ovario. Implantando la corteza ovarica, en un Unico bloque se
consiguieron ovulaciones y la restauracion de la funcién ovarica. (Sanchez-Serrano
2007).

La corteza ovarica, esta poblada por un numero finito de foliculos primordiales, cuya
cantidad disminuye a lo largo de la vida, debido a la ovulacion y a un fenébmeno de
atresia. Mientras, que en el momento del nacimiento cuenta con 2 millones, con la
menarquia el numero de foliculos decrece hasta 500.000. Cuando el nimero alcanza
los 25.000, que corresponde a una edad media de 37-38 afios, la pérdida se acelera, y
la dificultad de conseguir gestaciones tanto espontaneas como inducidas se ve
incrementada. Aproximadamente a los 50-51 afios, el nimero de foliculos primor-
diales disminuye bruscamente y tiene lugar la menopausia (Schmidt 2003).

La radiacién y la quimioterapia, aceleran la disminucion natural del niumero de foliculos
e impiden su maduracion. Esto, conduciria a una menopausia precoz. Poirot y cols.
detallaron la densidad de foliculos para diferentes grupos de edad: menores de 10
afos, de 350 a 400/mm3; entre 10 y 15 aios, de 70 a 80/mm3; y entre 15y 34, de 30
a 35/mm3 (Poirot 2002).

De acuerdo con todo ello, considerando ademas la complejidad funcional de la
estructura folicular, cuyo proceso madurativo todavia presenta incognitas por resolver
(Te Velde 2002), parece razonable asumir como positiva, cualquier iniciativa dirigida a
facilitar la presencia de un numero “significativo” de foliculos, manteniendo la
integridad histolégica cortical.

b) Localizacion: Segun el lugar en el que se reimplanta el tejido ovarico, se pueden
distinguir dos tipos de trasplante:

e Ortotopico (en su localizacion anatomica): Sobre la médula ovarica. Su
principal ventaja, es que ofrece la posibilidad de alcanzar una maternidad
natural.

e Heterotdpico: en cualquier otra localizacion. Como es logico, en ésta segunda
localizacién para conseguir una gestacion se debe recurrir a técnicas de
fecundacion in vitro (FIV).

Existen diversas evidencias que condicionan optar por el trasplante ortotdpico:

1. Es en la corteza donde se encuentran los foliculos primordiales; por tanto, es la
estructura funcionante del ovario. Tras la ooforectomia, la médula suele necrosarse,
de manera que su no inclusion en el tejido que se va a reimplantar ejerce un efecto
antiinflamatorio y antinecrotico.

2. La decorticaciéon ovarica, manteniendo in situ la médula, permite conservar
inalterada la red neuronal simpatica y sensitiva que acompania a los vasos del hilio
ovarico y que tiene un efecto antiapoptético a nivel folicular (Lara 1990).

3. El lugar de implante es una variable que condiciona la maduracién folicular (Oktay
2004). El implante en la propia médula se justifica por el papel que parece
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desempenfar ésta en el desarrollo folicular y la esteroidogénesis (Aguado 1984).
Demeestere trasplanto tejido ovarico criopreservado tanto en localizacion ortotopica
como heterotépica. En el fragmento reimplantado de manera ortotépica, se
consiguieron mayor nimero de foliculos dominantes que en el tejido reimplantado
de manera heterotodpica. Por tanto, el lugar en el que se reimplanta el tejido ovarico
influye en el posterior desarrollo folicular. Ademas, el reimplante sobre la propia
médula puede minimizar (Demeestere 2006).

Ya en 2002, Poirot recomendaba que a las nifias y adolescentes jévenes con riesgo de
perder su funcién ovarica por los tratamientos antineoplasicos, se les ofreciera la
opcién de criopreservar su corteza ovarica (Poirot 2002).

El protocolo utilizado en las pacientes sujeto de esta tesis, se disefid especialmente
para minimizar la isquemia (Sanchez-Serrano 2007). Dos factores principales, se han
relacionado con la pérdida folicular que se produce en el trasplante de tejido ovarico
tras congelacion/descongelacion: los propios procesos asociados a la criopreservacion
y la isquemia/reperfusion asociada al trasplante. Parece, sin embargo, que es la
isquemia el factor principal, ya que la pérdida folicular atribuible al dafo por la
criopreservacion no es estadisticamente significativa si se compara con la producida
en el tejido trasplantado en fresco (Candy 2000, Callejo 2001, Liu 2002, Schorr 2002,
Hreinsson 2003).

Respecto al lugar de reimplante, nuestra eleccion es la propia médula ovarica, por
diferentes razones relacionadas con la disminucién de la isquemia o el dafo producido
por ella. EI mantenimiento del flujo vascular, estd asegurado por la arteria ovarica;
siempre que no exista contraindicacion técnica, se criopreservara la corteza del ovario
derecho por su aporte vascular mas directo que el izquierdo desde los grandes vasos.

Puesto que la conservacion de tejido ovarico, es independiente de la edad o del
estado del ciclo menstrual, la criopreservacion de tejido ovarico se aproxima al método
ideal para preservar un gran numero de ovocitos. La congelacion, mantiene la
integridad morfologica de practicamente todos los foliculos primordiales, incluso de los
antrales o preovulatorios contenidos en la corteza (Escriba 2012).

4.2.2. Reimplante

La paciente, se programa para cirugia, tras realizar un estudio preoperatorio completo
con hemograma, coagulacion, bioquimica, ECG y Rx de térax y tras confirmar
negatividad para el VIH y las hepatitis B y C.

Una vez que la paciente esta preparada en el antequiréfano se avisa al Centro de
Trasfusion de la Comunidad Valenciana, para que procedan a la descongelacion y
envio del tejido ovarico (todo o la mitad segun la edad, antecedentes concretos y
preferencia de la paciente).

El acceso, se realiza mediante mini-laparotomia supra-pubica de 3,5 cm o
laparoscopia.
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Para el reimplante, se realiza una ventana en la corteza ovarica del ovario, al que no
se extrajo corteza ovarica, exponiendo la médula y dejando un lecho vascular sobre el
que se deposita el tejido de corteza ovarica preservada. De esta manera,
conseguimos, que el tejido reimplantado disponga de una correcta vascularizacion.

Si por algun motivo, la irradiacion pélvica directa, produce ovarios tan atréficos que no
permiten el trasplante sobre ellos; se crea una ventana en el area Utero-ovarica y se
procede al trasplante en dicha ubicacion.

La hemostasia, se controla con bisturi bipolar, y se mantiene una irrigacion continua
con solucion salina heparinizada, para evitar la formacién de un hematoma entre los
tejidos. La ventana, se crea en el momento de la intervencion, de forma que el tejido a
trasplantar se ajusta a la misma. La mejor forma de realizar el implante, es suturando
con 4-0 de forma que ambos dos tejidos, cortical y medular, queden completamente
aproximados.

La estancia hospitalaria completa es de dos dias, y el objetivo es una recuperacion
rapida y sin complicaciones.

4.2.3. Procesamiento

Después del procedimiento quirurgico de extraccion de la corteza ovarica, y en
condiciones de asepsia quirurgica, se procede al procesamiento de la misma.

Los foliculos se encuentran en la capa mas externa de la corteza ovérica; por ello el
objetivo principal del procesamiento es conseguir una pieza cortical lo mas delgada
posible. Ademas, cualquier resto de sangre, detritus o de la propia médula se elimina
de la muestra; cumpliendo de este modo el que seria el objetivo secundario, este es,
sé6lo congelar corteza. Por seguridad, y por proveer de dos oportunidades de implante
a cada paciente, se divide la pieza en dos fragmentos.

4.2.4. Transporte, congelacion, crio-almacenaje, descongelacion
y transporte

Una vez procesada la muestra, ésta se introduce en un frasco estéril embebido en
medio de cultivo M199 y se remite al banco de tejidos. Para mantener unas
condiciones adecuadas durante el transporte, el frasco se coloca en un recipiente
isotermo, junto con el impreso de consentimiento informado de la paciente autorizando
la realizacién de los procedimientos y dos tubos secos con sangre de la misma, para la
realizacion de los controles analiticos establecidos en el banco de tejidos para las
donaciones autdlogas. Durante el transporte desde el quiréfano hasta el banco el
tejido se mantiene a una temperatura entre 18 y 22°C. En estas condiciones, no se
han descrito cambios significativos (Jeremias 2003).

Una vez en el banco, la manipulacion del tejido se realiza en cabina de flujo, utilizando
medidas de proteccién tanto para el producto, evitando la contaminacion por agentes
externos al mismo, como del operador, frente al potencial riesgo de transmision de

67



Angel Arturo Blanes Martinez

enfermedades infecciosas, por tratarse de material biolégico de origen humano. Se
inicia el procesamiento inmediatamente, ya que no hay que olvidar que la pérdida
folicular por isquemia es un importante factor a minimizar. Los pasos que comprende
son los siguientes:
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La primera operacion, es el control microbioldgico de la solucién de transporte. Con
este fin, se inoculan sendas muestras de 2ml en un frasco con tioglicolato y otro con
Saburaud dextrosa. En caso de crecimiento positivo, se procede a la identificacion
del microorganismo.

El paso siguiente es la distribucion de los fragmentos en dos bolsas de kapton-
teflon. Una vez el tejido en su interior, la abertura de la bolsa se cierra mediante un
sellado térmico. Seguidamente, se identifica inequivocamente el recipiente con los
registros codificados para el paciente y cada uno de los tejidos, asi como la fecha
de manipulacion y la descripcion del tejido. Sin duda, el tipo de recipiente que
utilizamos representa una novedad en el campo de la conservacién de este tejido.
Aunque encarece el procedimiento en comparacion con el empleo de criotubos, lo
cierto es que el tamafio de los tejidos que manipulamos exigiria tener que enrollar
las laminas de cortical para poder introducirlas en aquéllos y, aun asi, no resultaria
un procedimiento sencillo. Este formato enrollado dificultaria la uniformidad en el
intercambio de calor de la muestra con el entorno durante el proceso de
congelacion (como consecuencia del espesor), generandose diferencias entre las
zonas mas externas y las internas, que podria repercutir en la viabilidad celular. Por
otro lado, el almacenamiento de criotubos en nitrdgeno liquido se verifica utilizando
torres distribuidas en pisos que contienen soportes para el archivo de cientos de
criotubos en cada torre. Consecuentemente, cada vez que hay que incorporar
nuevas muestras o extraer otras, se hace necesario sacar la torre correspondiente
del nitrogeno liquido. Aunque ésta es una accidn, que ejecutada por personal
experimentado, apenas si supone cambios significativos de temperatura, lo cierto,
es que su reiteracion (recordemos que en cada torre se pueden almacenar cientos
de criotubos) puede suponer un factor de riesgo para el tejido.

La adicion de la solucion de almacenamiento se realiza utilizando las vias de
acceso que dispone la bolsa (permitiendo la insercién de tubulares o dispositivos
para facilitar el uso de jeringuillas) y se verifica en cuatro fases: 1) se embebe el
tejido en medio M199 con albumina humana al 5%; 2) se afiade un volumen igual al
de la solucién anterior, pero esta vez incorporando dimeltilsulféoxido (DMSO, que se
afiade para minimizar el riesgo de lesion criogénica sobre las células) al 10%,
ademas de la albumina al 5%; 3) después de 5 minutos de reposo, se retira la mitad
del liquido de la bolsa y se afiade M199 con albumina humana al 5% y DMSO al
10% ; 4) después de 15 minutos, se retira de nuevo la mitad del volumen de liquido
y se afiade inmediatamente la misma cantidad de M199 con albumina humana al
5% y DMSO al 12,5%. Después de 15 minutos, el tejido esta listo para iniciar el
proceso de congelacion. Estas operaciones se realizan en frio, entre 4 y 6°C, y la
adiciéon de soluciones se efectua lentamente, con agitacién suave y continua. La
eleccion del crioprotector no ha resultado complicada, ya que el DMSO es un
agente bien conocido, de uso habitual y que no ha aportado diferencias
significativas con otros crioprotectores para el fin propuesto (Demirci 2001).
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Toma de muestras para control microbioldgico previo a la congelacién, del mismo
modo que se ha descrito para la solucién de transporte, pero ahora con la solucion
de congelacion.

Con la ayuda de una jeringuilla, se retira el aire que pueda quedar en la bolsa y
seguidamente se procede al sellado térmico de la via utilizada.

A continuacion, cada bolsa se coloca cuidadosamente entre dos laminas de
aluminio que actuan, por un lado, uniformizando el espesor del producto y, por otro,
como difusores de calor, homogenizando el proceso de intercambio de temperatura
durante la congelacion.

Para alcanzar una temperatura préxima a la de almacenamiento final, se introduce
la bolsa con sus soportes de aluminio en un controlador de temperatura que esta
programado efectuar el descenso térmico de acuerdo con la velocidad 6ptima de
enfriamiento para este tipo de tejido. De acuerdo con ello, la congelacion se verifica
en 7 etapas: 1) desde la temperatura de inicio hasta -12°C a 1,5°C/min; 2) desde -
12°C hasta -30°C a 10°C/min; 3) desde -30°C hasta -20°C a 5°C/min; 4) estable a -
20°C durante 5 minutos; 5) desde -20°C hasta -50°C a 0,5°C/min; 6) desde -50°C
hasta -80°C a 5°C/min; 7) desde -80°C hasta -120°C a 8°C/min. Estas condiciones
de temperatura hacen referencia a la camara de congelacion, es decir, al medio
ambiente en el que se encuentra el producto. En la etapa 2 se induce la nucleacion
del hielo. El conjunto de las etapas 2, 3 y 4 se ha configurado para contrarrestar el
calor de fusién y preparar el tejido para iniciar la fase de enfriamiento lento.
Actualmente, nuestro grupo estudia la incorporacién de un programa de
enfriamiento “rapido” (2°C/min) que, como ya se ha comentado, ha sido empleado
satisfactoriamente por algunos autores (Demirci 2001). y que acortaria
sustancialmente la duracion del procedimiento. Los resultados preliminares de este
estudio no han aportado diferencias significativas en la estructura histologica ni en
la viabilidad folicular de los fragmentos congelados por los dos sistemas (lento y
rapido).

Una vez alcanzada la temperatura final del proceso de congelacion, las bolsas se
almacenan en su ubicacion definitiva. Considerando que el tejido permanecera
congelado durante varios afios (hasta que la paciente supere satisfactoriamente su
patologia), el uso de nitrégeno ya sea en la fase vapor (entre -140°C y -170°C) o
liquida (-196°C) garantiza unas condiciones adecuadas. En nuestro caso, hemos
optado por la fase vapor, ya que asi se evita el riesgo potencial de transmision
cruzada de material infeccioso que ya se ha descrito con el nitrégeno liquido y, por
otro lado, también se evita el riesgo de penetracion de nitrégeno liquido a través de
algun poro de la bolsa y su expansion al pasar a la fase vapor, que puede conducir
a la rotura de la bolsa.

Es importante remarcar que Todas las gestaciones conseguidas tras el trasplante
de corteza ovarica, el tejido habia sido congelado mediante la técnica de
congelacion lenta (Oktay 2017).

Llegado el momento del trasplante, la descongelacién se realiza por inmersion en
bafio a 42°C con agitacion continua.
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Luego, en frio, se afiade lentamente y con agitaciéon suave un volumen de solucion
de M199 con albumina humana igual al que hay en el interior de la bolsa, es decir,
se diluye a la mitad la concentracion de crioprotector. Se incuba durante 10 minutos
y luego se retira la mitad del liquido, afiadiendo a continuacion el mismo volumen
de solucién de M199 con albumina humana. Después de una incubaciéon de 5
minutos, se retira la totalidad del liquido y se embebe el tejido en M199 con
albumina humana. Nuestro grupo estudia actualmente el empleo de suero humano
en la solucion de conservacion posterior a la descongelacion, ya que este factor
afiadido al medio de cultivo se ha mostrado mas eficaz que el uso de medio de
cultivo con albumina en la preservacion de la funciéon endocrina en fragmentos de
glandula paratiroides.

En este momento, se extrae una nueva muestra para control microbioldgico
(bacterias y hongos) siguiendo el mismo procedimiento que se ha citado
anteriormente para otras soluciones.

Se elimina el aire, que pueda quedar en el interior de la bolsa para asegurar que el
tejido se encuentra permanentemente embebido durante el transporte y se sella la
via utilizada para la introduccion y extraccion de fluidos.

Finalmente, se envia el tejido en un contenedor isotermo que garantiza una
temperatura entre 2 y 6°C durante todo el tiempo de transporte.
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4.3. Técnica ecografica

Se han utilizado ecografos de altisima resolucion dotados de todos los modos mas
actuales que describiremos:

e Voluson E8

e Voluson E10

De General Electric. Hemos utilizado sondas voluméntricas vaginales.

El ecografo Voluson E8 y E10 nos ha permitido desde el inicio del estudio disponer de
la tecnologia méas pionera para poder analizar con exactitud y realismo los ovarios.
Aprovechando la arquitectura del sistema Radiance nos ha permitido la excelencia en
la obtencién de imagenes. Posteriormente con el ecografo Voluson E10 hemos
sobrepasado los limites de la extraordinaria calidad de imagen para obtener
informacion fiable con claridad, velocidad y flexibilidad.

4.3.1. DOPPLER COLOR

Describe el cambio de frecuencia que se producen en las ondas de velocidad de flujo.

llustracién 30: Doppler color alrededor de cuerpo luteo. Se puede visualizar como el flujo que se dirige al
transductor se representa de color rojo (obtenida del caso 2).
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Arbitrariamente, cuando el flujo se dirige hacia el transductor la frecuencia recibida es
mayor por lo que la frecuencia Doppler es positiva y se representa como el color rojo.
Al contrario, se representa con el color azul.

Con estos andlisis podemos caracterizar el vaso, detectar flujo, valorar el sentido y la

velocidad del flujo, y comparar los resultados con indices.

4.3.2. VOCAL

La ecografia tridimensional, presenta un software informatico, que permite medir los
volumenes que generan las sondas de las diferentes estructuras estudiadas.

Este programa, se denomina VOCAL (Virtual Organ Computer—Aided anaLysis).

Este programa se fundamenta en el método rotacional, que permite delimitar
volumenes de una region de interés, rotando los planos ortogonales que obtiene la
sonda tridimensional. Los tres planos son: longitudinal, sagital o plano A, transverso,
axial o plano B y horizontal, coronal o plano C.

llustracion 31: Ovario izquierdo después del reimplante de corteza ovarica.

Se visualizan los planos ortogonales A, B y C (obtenida del caso 1).

Las rotaciones, pueden realizarse desde cualquier plano, no obstante, los giros sélo se
realizan en el eje vertical u horizontal de la region de interés. Al escoger el plano A o B
se realizan las rotaciones sobre un eje vertical de un semicirculo de 180°. Si se elige el
plano C, las rotaciones se realizan sobre un eje horizontal que afecta a los planos C y
A.
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Se puede escoger diferentes pasos de cada rotacion, lo que permite seleccionar
diferentes cortes sobre la imagen bidimensional, del plano seleccionado. A partir del
trazado del contorno de estos cortes bidimensionales el programa es capaz de
recomponer los cortes intermedios y generar el volumen de la region de interés sobre
la que se esta trabajando.

El volumen en superficie se define por triangulacion tridimensional de los contornos
bidimensionales, lo que significa que cada punto del contorno del corte bidimensional o
plano N es conectado por medio de un triangulo en forma de malla con los
correspondientes puntos en el plano N+1 y N-1.

VitrZem®

llustracion 32: Ovario izquierdo después del reimplante de corteza ovarica. Se visualizan los planos
ortogonales A, By C y la reconstruccion tridimensional (obtenida del caso1).

La captura de imagenes tridimensionales puede realizarse de dos maneras: manual o
automatica.

El modo manual, requiere el movimiento manual, como su propio nombre indica, del
transductor a través de todo el area o region de interés (RDI), area de la cual se
pretende estimar el volumen. El modo automatico, adquiere las imagenes a través de
un transductor especifico de 3D.

En el calculo del volumen de las pacientes analizadas se ha utilizado el modo
manual.

Una vez seleccionados el programa VOCAL del software de ecografia 3D del ecografo
para la obtencion de volumenes, se selecciona el area de la cual se quiere conocer el
volumen. En el caso del presente estudio, se obtuvo un plano medio del ovario.
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Una vez obtenido el volumen con el vocal, el calculo del volumen en milimetros es
automatico

Captura y procesado de las imagenes del ovario

El area o region de interés, también denominada ROI (Region Of Interest) o Volume
box, se seleccion6 de forma manual abarcando la totalidad del ovario. Estas imagenes
fueron almacenadas y trabajadas con posterioridad al momento de la realizacion de la
ecografia.

Para el procesado de las imagenes y calculo de volumen se utilizé la aplicacion
multiplanar display. En ella quedan reflejadas en la pantalla imagenes de la regién de
interés en los tres planos perpendiculares del espacio, axial, sagital y coronal. En el
presente estudio se selecciond el plano sagital o plano A. Situando el eje de rotacion
vertical en el punto medio del ovario se generan rotaciones sobre él de 30°. En cada
corte presentado se dibuja manualmente el contorno de la porcién de ovario
visualizado. Una vez obtenidos todos los contornos en la totalidad de los planos se
obtiene automaticamente el volumen total.

Modo de representacion del volumen del ovario

Una vez creado el volumen, éste se puede representar como cualquier otra imagen
tridimensional.

La representacion de la superficie puede realizarse en forma de piel o malla que nos
permitira recrear el interior del volumen.

.
V4.05cm®

llustracion 33: VOCAL modo malla: Volumen ovario izquierdo.
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También se puede accionar la representacion de solo el volumen de grises, el mapa
de la angiografia power doppler tridimensional y el modo trasparencia que permite ver
los vasos a través de volumen de grises.

llustracion 34: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo (obtenida caso 7).

llustracion 35: Glass Body Power Doppler: Vascularizacion del ovario izquierdo (obtenida del caso 7).

Ademas de estas modalidades basicas, se puede cambiar la imagen tanto el mapa de
grises como el mapa color. El resultad,o produce mediciones enormemente extactas e
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imagenes tremendamente plasticas y diferentes del ovario o estructura que se
investigue.

4.3.3. ANGIO-POWER DOPPLER

Este modo realiza una medicidon automatica de la vascularizacion de una regién de
interés.

El programa vocal cuenta con la posibilidad de calcular automaticamente el histograma
del volumen o de los diferentes contornos. Desde el histograma vamos a determinar el
valor medio de los voxels de gris y los indices de color angio o power doppler.

El programa vocal cuenta con la posibilidad de calcular automaticamente el histograma
del volumen o de los diferentes contornos. Desde el histograma vamos a determinar el
valor medio de los voxels (volumen del conjunto de pixel de cada plano de corte) de
gris y los indices de color angio o power Doppler. Presentamos la arquitectura vascular
de un drgano desde la interpretacion tridimensional del mapa de color de los vasos
sanguineos.

La imagen power Doppler se caracteriza esencialmente por su elevada sensibilidad
para representar cualquier vaso, tanto de los grandes como de la micro-
vascularizacion. Esto se explica porque la imagen se configura por la amplitud de los
ultrasonidos en vez de por la frecuencia Doppler a diferencia del Doppler color. El
mapa de color es independiente del angulo de insoniacién y no presenta zonas
oscuras ni de aliasing.

llustracion 36: Vocal + Power Doppler: Analisis de la vascularizacién del ovario izquierdo mediante
reconstruccion volumétrica. Modo nicho para ver la superficie ovarica en rosa, el estroma en gris y
mediante angio-doppler los vasos en la medular (obtenida del caso 6).
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El volumen tridimensional esta constituido por unidades "voxels" que almacenan toda
la informacion de la escala de grises y del color mediante una escala de intensidad
desde el cero a 100.

El histograma del vocal utiliza unos algoritmos que calculan automaticamente la escala
de grises y los valores del color del volumen adquirido. Se calcula un indice de grises y
tres indices color para estudiar cuantitativamente la vascularizacion.

El gris medio representa el valor promedio de grises entre todos los "Voxels" grises del
volumen adquirido o la regién interés.

El indice de vascularizacion (IV) mide el nimero de "voxels" color en el volumen
estudiado, representando el nUmero de vasos sanguineos que los expresa como un
porcentaje. De esta forma intentaria calcular la densidad vascular.

El indice de flujo (IF) es el valor color promedio de todos los "voxels" color de la
region interés. Representa la intensidad promedio del flujo sanguineo.

El indice vascularizacion flujo (IVF) es el valor color promedio de todos los "voxels"
color y grises.

llustracién 37: Vocal + Angio Power Doppler: Analisis de la vascularizacion del ovario izquierdo mediante
reconstruccién volumétrica. Histograma de volumen donde se muestran diversos parametros de
vascularizacioén (IV, IF, IVF) (imagen obtenida del caso 7).

Estos indices sirven para evaluar de forma semicuantitativa la vascularizacion de la
region de interés o estructura evaluada.

Se ha comprobado una buena reproductibilidad interobservador de los indices.
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4.3.4. SonoAVC general (Recuento de volumen automatizado general
con sonografia)

Es una herramienta que ayuda en la visualizacion y calculo de estructuras
hipoecoéicas. Aplicado al estudio del ovario nos permite realizar un estudio completo de
los foliculos ovaricos.

llustracion 38: Modo SonoAVC: Recuente de 9 foliculos antrales en el ovario izquierdo
(obtenida del caso 6).

El recuento de foliculos antrales (RFA) es el marcador de reserva funcional ovérica de
primera eleccion, por su bajo coste, facil realizacion y elevado rendimiento. La finalidad
del mismo es predecir la respuesta ovarica a las gonadotropinas en los tratamientos
de Reproduccion.

Consiste en el recuento del numero de foliculos de entre 2 y 10 mm en fase folicular
precoz (2° a 5° de ciclo). Se considera como baja respondedora una paciente con un
RFA menor de 5-7 sumando ambos ovarios (criterio ESHRE); las pacientes con
recuentos superiores a 30 tienen un elevado riesgo de hiperestimulacion.

4.3.5. HD Live

Sistema de ecografia en 4 dimensiones (4D) cuyo sistema utiliza una fuente de luz
virtual dando al ecografista la oportunidad de crear efecto de luces y sombras y con
ello una percepcién mas en profundidad.

Debe traducirse por alta definicion en tiempo real.
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Material y métodos

El ecografo dispone de una sonda matricial de casi 1000 elementos, potencia mayor
de los procesadores y software especifico. Se consigue asi una Alta Definicion de
informacion de voxels del que posteriormente, igual que en el TAC o en la RM se
obtienen con el procesado o con los algoritmos adecuados la visualizacion de las
imagenes o volimenes mas adecuados. La calidad de la sefal, la cantidad de
informacion y el complejo y potente procesado permiten el realismo de las imagenes.

De esta manera se obtiene informacion precisa a través de la imagen de la morfologia
de los ovarios, asi como del analisis especifico del momento de la fase del ciclo.

llustraciéon 39: Modo HD Live: Reconstruccion del volumen del ovario izquierdo (obtenida del caso 1).

Cuando la luz virtual entra en el cuerpo y llega a la superficie, una porcion de esta se
refleja mientras que la luz restante entra en el area de interés y pasa a través de los
tejidos.

El usuario puede libremente posicionar la fuente de luz virtual en cualquier angulo en
relacion con el volumen de ultrasonido para mejorar los detalles, incluso la colocacion
de la fuente de luz virtual detras de la escena. La imagen mostrara entonces el efecto
de traslucencia maxima.
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llustracion 40: Hdlive maxima iluminacion. Esta ecografia es del caso 7 que quedd gestante 3 meses
después del reimplante.

La fuente puede emplearse bien en imagen aislada 3D, bien con planos ortogonales,
bien con modo AVC o VOCAL incluso tras emplear el corte “magico” de la imagen.

La combinacion de las luces y sombras da como resultado unas imagenes
espectaculares mucho mas naturales que con la simple 3D.

Otra gran ventaja es que el software puede ser empleado con posterioridad, tras la

realizacién de la exploracién, con el material almacenado.

4.3.5.1. HD Live Silueta

Es la técnica mas novedosa, de la que apenas existe experiencia mundia. Se aplica
transparencias de forma dinamica a las imagenes generadas de las estructuras para
tener una vista superficial mas completa de la anatomia, desde una estructura de
superficie sélida hasta la anatomia interna.
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llustracion 41: HD Live Silueta (obtenida caso 7).

4.3.5.2. HD Live Flujo

Visualiza con claridad las estructuras vasculares, desde los vasos sanguineos
pequefios hasta las grandes arterias.

4.3.5.3. HDlive Silueta Flujo

Se consigue visualizar los vasos sanguineos desde una superficie o vista transparente
para proporcionar una mayor percepcion de la anatomia vascular y las estructuras
circundantes.
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llustracion 42: HD Live Silueta flujo: se consigue percibir de una manera realista la vascularizacion del
ovario izquierdo (obtenida del caso 7).

4.3.6. TUI (imagen tomografica ultrasénica)

Esta tecnologia permite elegir la distancia a la que se quiere realizar los cortes
ecograficos (entre 1 y 15mm). La representacion de las imagenes muestra los
diferentes barridos.

llustracion 43: 3D TUI (Imagen tomografica ultrasénica): Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo
(obtenida del caso 7).
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5. RESULTADOS

Procedemos a la exposicion de las 8 pacientes a las que se les realiz6 extraccion de la
corteza ovarica derecha tras el diagnéstico del cancer.

La edad del momento de la preservacion abarca desde los 26 a los 36 afios.

De las ocho pacientes estudiadas, a siete se le realizd la extraccién de la corteza
ovarica derecha antes del inicio de tratamiento del cancer. Sélo una de las pacientes
recibié quimioterapia previa a la extraccion.

De las ocho pacientes, a seis se les reimplanté el tejido ovarico preservado una vez
finalizado el tratamiento de forma ortotopica sobre la corteza ovarica. La forma de
reimplante de la corteza ovarica fue principalmente sobre el ovario izquierdo. Aunque a
la paciente del caso dos se le reimplanté sobre el ovario izquierdo y sobre el ovario
derecho.

Edad al Edad Re- Edad Edad | phE:
Caso Arors ey T oa . . - Estudio reimplante
diagndstico extraccion implante reimplante  estudio .
al estudio
1 3 3 s 38 s3y45 | Post 5
trasplante
} Post-
2 34 34 Si 42 43y 46 trasplante 1y4
3 2% 2% S 3% 3 Post- | QT antes de
trasplante | la extraccion
Pre-
4 32 32 No ) 39 trasplante )
5 33 33 Si 40 39y40 | Prey post <1
6 36 36 Si 42 41y 41 Pre y post <1
7 36 36 Si 41 42y 43 Post <1
8 2 2 No . 37 Pre-
trasplante
Tabla 1
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Quimioterapia

Previaala Reimplante o ST
i P Pre-trasplante Post-trasplante
extraccion
1 No Si - X
2 No Si - X
3 Si Si - X
4 No No X -
5 No Si X X
6 No Si X X
7 No Si - X
8 No No X -
Tabla 2
Caso Patologia Quimioterapia ) Hormono-terapia
1 Cancer de mama FECx3+ Si No
Tx3
2 Cancer de mama TACx 4 Si No
3 Linfoma de Hodgkin BEACOPP Si No
4 Cancer de mama ACx4+ No
Tx12 Si Trastuzumab 1 afio
, , TMX 5a
5 Cancer de mama FEC x 6 Si aGnRH 2a
6 Cancer de mama No Si TMX 52
7 Cancer de mama TACx6 No TMX 10a
. TACx 6 . TMX 5a
8 Cancer de mama Si aGNRH 5a
Tabla 3:

FEC: Fluorouracil +Epirrubicina +Ciclofosfamida. T: Plaquitaxel
TAC: Plaquitaxel + Adriamicina + Ciclofosfamida. AC: Adriamicina + Ciclofosfamida

TMX: Tamoxifeno. aGnRH: Analogo de la hormona liberadora de gonadotrofinas BEACOPP: Bleomicina
+ Etopédsido + Doxorrubicina + Ciclofosfamida + Vincristina + Procarbacina + Prednisona
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CASO1

Paciente diagnosticada a los 36 afios de carcinoma de mama medular atipico en
mama derecha (abril 2006).

Se practico cuadrantectomia con vaciamiento ganglionar (1 ganglio afecto de 11).
Estadiaje: pT1N1/11, MO.
Caracteristicas de tumor:

e Carcinoma medular atipico con areas de infiltracién tubular multinodular (1.2 x
1 cm), grado histoldgico Ill, bordes libres.

e Receptores hormonales negativos (RP y RE). Her2 negativo. Triple negativo.
e Estudio de extension negativo.
e BRCA 1y 2 negativo.

e Se realizd extraccion de la corteza ovarica derecha previo al inicio del
tratamiento oncoldgico.

A) Antecedentes ginecolégicos previos:
e Menarquia: 12 afios. Férmula menstrual: 2-3/28-30.
e Tratamiento con anticonceptivos durante 19 afios (18-36).
e Fumadora.
e G1A1 (2006 inseminacion) previo a trasplante de tejido ovarico

e Antecedentes familiares: tia materna cancer mama BRCA 1y 2 negativo.

B) Antecedentes quirurgicos: No

C) Tratamiento oncolégico:

Quimioterapia tras preservacion de la corteza ovarica: 3 ciclos de Fluorouracil,
epirrubicina y ciclofosfamida (FEC-100) y Docetaxel (taxotere-100) 3 ciclos (del
23/5/2006 al 6/9/2006) + 25 sesiones de Radioterapia local.

Durante el tratamiento con quimioterapia cese de funcién ovarica al 3° ciclo. No
menstruacion. FSH 36.4 mU/ml, AMH 0.8 ng/ml (agosto 2006)
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D) Preservacion de la corteza ovarica:

Mayo 2006

Enero 2008

Se realiz6 la extraccion de corteza ovarica derecha en mayo de 2006 por
laparoscopia cuando la paciente tenia 36 afos antes del inicio del tratamiento
gonadotoxico.

El reimplante se produjo en 2008, mediante laparotomia, cuando la paciente tenia 38
afos, sobre la corteza ovarica izquierda. Se realizd en un solo tiempo.

E) Evolucion hormonal

Post reimplante:

FECHA 1/8/2006 06/08/2007 27/11/2007 15/3/2008

FASE DEL CICLO Durantela |  Post- |  Post Post-
quimioterapia | quimioterapia | quimioterapia trasplante

FSH mUl/ml 36.4 6.1 14.4 7,8

LH Mui/ml 3.4 4.1

ESTROGENOS 295 33

pg/ml

HAM ng/ml 0.8ng/ml 0,18

E) Variaciéon de los ciclos menstruales:

La paciente presentaba menstruaciones regulares de durancién 2-3 dias cada 28 dias.
Al inicio de la quimioterapia dej6 de menstruar y entré6 en amenorrea. Cuando termin6
el tratamiento oncoldgico recupero la funcion hormonal de una manera irregular a los 6
meses, on sequedad vaginal y dispareunia leve.

Tras el reimplante desaparece la sequedad vaginal y la dispareunia recuperando su
funcion hormonal y desapareciendo toda la sintomatologia relacionada con la
deprivacion hormonal.

F) Evaluacion ecografica de la funcion ovarica:

Se realiza analisis ecografico 5 afios y 7 afos después del reimplante del tejido
criopreservado del ovarioo derecho sobre la superficie de la corteza ovarica izquierda.

En el momento de la ecografia la paciente tenia 43 afios y 45 afos.
Se realizan ambos estudios ecograficos en fase folicular.
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Reimplante Si Edad
Estudio 1 5 afos post-reimplante 43
Estudio 2 7 afos post-reimplante 45

Estudio a los 5 ainos post-reimplante

Ovario derecho caso 1:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 2,55
Tamano cm 2.65x1,4
Numero de foliculos 1
DOPPLER IP IR 0,95-0,57
Flujo sistdlico cm/s 8,54
Flujo Diastdélico cm/s 3,71

Cuerpo Luteo no
Cortical mm 0,53

Estudio 1° del tamaiio del ovario derecho caso 1:

llustracion 44: Espesor de la cortical derecha 5.3 mm

Este es el ovario derecho, en el caso de esta paciente de donde se extrajo la corteza
ovarica para criopreservalar. Posteriormente los fragmentos de tejido ovarico derecho
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fueron reimplantados sobre la médula y la corteza del ovario izquierdo. Esto
demuestra las grandes diferencias entre ambos ovarios. El derecho al que se le realizé
la extraccion y el izquierdo al que se le implanto el tejido ovarico criopreservado.

Estudio 1° de la vascularizacion ovario derecho caso 1:

Der. Ut-PS
Der. Ut-ED
Der. Ut-SID
Der. Ut-PI 0.95
Der. Ut-RI 0.57
Der. Ut-MD -1.49cmis
Der. Ut-TAmax -5.08cmis
Der. Ut-FC 103bpm

“ninai Pipane ¢

llustracion 45: Vascularizacion doppler ovario derecho. IP: 0,95. IR: 0,57

Estudio 1° Valoracion volumétrica ovario derecho caso 1:

.
V 255 cm®

llustraciéon 46: Volumen ovario derecho 2,55 cm3.
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El modo VOCAL permite, a partir de los planos ortogonales, la reconstruccion del
volumen, en este caso del ovario derecho remanente con un volumen de 2,55 cm3.

.
V2.56 cm®

llustracion 47: Volumen ovario derecho Modo malla.

llustracion 48: Volumen ovario derecho Modo nicho.

Con el modo nicho somos capaces de introducirnos en el ovario derecho para poder
comprobar que soélo observamos un foliculo préximo a la corteza ovarica.
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Ovario izquierdo: 5 afos tras el reimplante

Ovario lzquierdo

Volumen 11,72
Tamano 4,45 x2,3
Numero de foliculos 5
DOPPLER IP IR IP:0,86 IR:0,56

Foliculo dominante 21 mm 21

Sobre su corteza y su médula se reimplantd todo el tejido criopreservado. Podemos
comprobar como se objetivan foliculos con una muy buena vascularizacion.

Estudio 1° del tamafio del ovario izquierdo caso 1:

1 D 4.45cm
2 D 2.30cm

llustracion 49: Tamafo ovario izquierdo 4,45 x 2,30 mm.
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Estudio 1° de la vascularizacién ovario izquierdo caso 1:

S
DA-ED
DA-SID 2
DA-PI 0.88
DA-RI 0.56
DA-MD -8.47cmis

DA-TAmax -15.32cmis
DA-FC B7bpm

llustracion 50: Vascularizacion Doppler izquierdo. IP: 0,86 IR: 0,5

Estudio 1° valoracién volumétrica ovario izquierdo caso 1:

V11.72em®

llustracion 51: Modo AVC: Volumen ovario derecho 2,55 cm3.

Con en modo VOCAL somos capaces de comprender la riqueza funcional de este
ovario. Apreciamos un volumen ovarico de 11,72 cm3.
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llustracion 52: Volumen ovario izquierdo Modo nicho.

Utilizando el modo nicho, podemos introducirnos dentro del ovario izquierdo vy
comprobar la riqueza folicular en la cortical.

llustraciéon 53: Modo HdLive: Reconstruccion del volumen del ovario izquierdo.

Utilizando la ultima tecnologia ecografica con el modo HdLive somos capaces, de
comprender que el ovario izquierdo que recibio los implantes presenta normalidad
morfoldgica.
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Estudio 1° Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 1:

Vitizem®

llustracion 54: Modo inverso: Recuento de 5 foliculos antrales de ovario izquierdo.

Este modo transforma los componentes econegativos (liquidos) en ecopositivos, algo
semejante a lo que hacian las técnicas ecograficas a comienzos del siglo pasado.
Ademas, posee una ventaja, elimina el componente eco-positivo, en el presente caso
el estroma ovarico. De esta forma, y como vemos soélo queda resaltados todos los
foliculos existentes. Puede verse su numero exacto, forma y tamafio.

llustracion 55: modo SonoAVC: Recuento de 5 foliculos antrales de ovario izquirdo.
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El modo SonoAVC, permite realizar un preciso recuento de foliculos antrales.
Clasificando cada foliculo por el tamafio de su volumen y asignandole un color.

Estudio morfologia uterina y Endometrio caso 1:

Espesor endometrial mm \ engrosada
Caracteristicas \ folicular
ﬁgt UTERINA DERECHA IP / ‘ 1,79-0,78
ﬁgtUTERINA IZQUIERDA IP/‘ 1,91-0,81

llustracion 56: Estudio morfologia uterina Planos ortogonales vaginales 3D. Reconstruccion uterina 3D
con corte magico.

El corte magico consiste en un modo ecografico que permite “cortar” los limites de la
estructura que se desea observar. En el presente caso vemos el utero integro al que
hemos recortado al nivel de la serosa. De esta forma vemos el miometrio y el
endometrio por separado.
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™ "LNYFJ

llustracion 57: Calculo del Volumen endometrial VOCAL.

Este modo delimita primeramente el volumen inmediatamente el software lo calcula. El
valor aparece en la parte inferior derecha en cifras amarillas.

Estudio 1° vascular de la morfologia uterina y Endometrio caso 1:

Der. Ui-PS
Der. Ut-ED
Der. Ut-SID

EI!r- ut-MD
Der. Ut-TAmax -19.10cmis
Der. Ut-FC 85bpm

llustracion 58: Doppler Arteria Uterina Izquierda. IP: 1,79. IR: 0,78
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Caso 1: estudio 7 aiios después del reimplante

Nuevo estudio ecografico dos afos, siete afios tras el reimplante. La paciente todavia
continuaba menstruando.

Ovario Izquierdo

Volumen 5,36
Tamano 2,3x1,8
Numero de foliculos 1

Estudio 2° valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 1:

V836 cm®

llustracién 59: Modo Vocal: Volumen ovario derecho 5,36 cm3.
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llustracion 60: Volumen ovario izquierdo modo nicho.

Analisis del caso 1

En el primer estudio realizado 5 afios después del reimplante de tejido ovarico
(extraido del ovario derecho antes de iniciar la quimioterapia) se contempla un ovario
izquierdo (donde se realizo el reimplante) con una funcionalidad ovarica normal.

Ovario de 4,45 x 2,3 cm con un volumen de 11,72 cm3. Recuento de foliculos antrales
de 5.

El andlisis ecogréfico del endometrio, se correlaciona con el momento del ciclo
ovarico, objetivandose un volumen endometrial de 3,29 cm3.

En el segundo estudio ecografico, 7 afios después del reimplante del tejido ovarico,
continuamos viendo actividad ovarica con un foliculo de 15 mm y una linea
endometrial adecuada al momento del ciclo.

Trasplante enero 2008.

La paciente quedo gestante 335 dias después del reimplante. Se vitrificaron ovocitos y
se implantaron dos embriones. Se realizd cesarea en semana 34 con dos recién
nacidos sanos.
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CASO 2

Paciente diagnostica a los 34 afios de carcinoma de mama in situ mutifocal con
micrometastasis ganglionares.

Se realiz6 mastectomia radical con vaciamiento ganglionar 8-9. Centinela negativo.
Micrometastasis en un ganglio.

Se realizd extraccion de parte de la corteza ovarica derecha previo al inicio del
tratamiento oncoldgico.

A) Antecedentes ginecolégicos previos:
e Menarquia: 13 afios. Férmula menstrual: 2-3/28-30.
e Tratamiento con anticonceptivos durante 6 afios (29-34).

o G1A1 (FIV previo a reimplante). Quiste endometriosico de 2 cm.

B) Antecedentes quirurgicos: Amigdalectomia.

C) Tratamiento oncolégico:

Quimioterapia de alta dosis, cada 15 dias 8 ciclos de ciclofosfamida, adriamicina y
plaquitaxel. Sin tratamiento hormonal (no se pudieron realizar receptores hormonales).

La paciente se quedd sin menstruacion a mitad de la quimioterapia, reapareciendo a
los 6 meses después del fin de la quimioterapia.

D) Reimplante de corteza ovarica:

Septiembre 2004 34 afos

Julio 2012 42 afos

Se realizd la extraccion de la corteza ovarica derecha en septiembre de 2004 cuando
la paciente tenia 34 afios antes del inicio del tratamiento gonadotoxico.

El reimplante de los fragmentos de corteza ovarica derecha criopreservada se realizo
en 2012, cuando la paciente tenia 42 afios, sobre la corteza ovérica derecha y también
sobre la izquierda.
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E) Evoluciéon hormonal

Post reimplante:

FECHA 13/11/2012 | 24/1/2013 | 6/6/2013 2712114 715114 2/512014 | 24/11/2014
FASE DEL CICLO _Post- .Post- _Post- .Post- _Post- _Post- _Post-
reimplante | reimplante | reimplante | reimplante | reimplante | reimplante | reimplante
FSH mUl/ml 2.8 13 12.3 15,8 10.1 14
LH Mui/ml 3.7 7.7 5.8 6,39 6.3 6.3
ESTROGENOS 300 # 534 | 13415 | 13415 48 104
pg/ml
HAM ng/ml 0.07 0.2 <0.1

E) Variacién de los ciclos menstruales:

La paciente presentaba menstruaciones regulares de durancién 2-3 dias cada 28 dias.
Al inicio de la quimioterapia dej6 de menstruar y entré6 en amenorrea. Cuando termin6
el tratamiento oncoldgico recuperd la funcion hormonal de una manera irregular. Con
sequedad vaginal y dispareunia leve.

Tras el reimplante le desaparece la sequedad vaginal y la dispareunia recuperando su
funciéon hormonal normal como antes del inicio del tratamiento del cancer de mama y
desapareciendo toda la sintomatologia relacionada con la alteracion hormonal.

F) Evaluacion ecografica:

Se realiza andlisis ecografico al primer afio y a los cuatro afios después del reimplante
de la corteza ovarica derecha criopreservada sobre la superficie del ovario derecho
remanente y sobre la corteza ovarica izquierda. En el primer estudio ecografico la
paciente tenia 43 afios y en el segundo estudio ecografico 46 afos.

si 42 afos

6 meses post- 43 afios
reimplante

4 anos post- 46 afios
trasplante
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Ovario derecho caso 2:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 18,44
Tamafo 4,6 x 3,48
Numero de foliculos 1
Cuerpo Luteo 18,44 cm3
Cortical mm 3,4-4,1

Estudio 1° de la vascularizacion del ovario derecho caso 2:

llustracion 61: Power Doppler ovario derecho. Se visualiza cuerpo luteo.

Se realiza ecografia en fase secretora. Se objetiva la presencia de cuerpo Iuteo.

Se puede observar el cuerpo Iuteo en tres capas. Se ve claramente el centro eco
negativo reticulado, a su alrededor una capa gris, la granulosa luteinizada y por fuera y
con numerosos vasos formando el “anillo de fuego”.
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Estudio 1° valoracion volumétrica ovario derecho cuerpo luteo caso 2:

-
V1844 cm®

llustracion 62: Calculo de volumen del cuerpo Luteo 18.44 cm3

llustracion 63: Modo nicho. Cuerpo luteo en ovario derecho.
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llustraciéon 64: AVC: Calculo automatico del volumen del cuerpo luteo.

Ovario izquierdo caso 2:

Ovario lzquierdo

Volumen cm3

10,84
Tamano cm 3,2x1,2
Numero de foliculos 3
Cortical mm 3,9

Resultados
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Estudio 1° de la vascularizacién ovario izquierdo caso 2:

llustracion 65: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo.

Estudio 1° valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 2:

.
V 10.84 cm?

llustracion 66: Modo Vocal: Volumen ovario izquierdo 10,84 cm3.
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llustracion 67: Vocal modo nicho: Volumen ovario izquierdo.

Estudio 1° Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 2:

llustracion 68: Modo inverso: Recuento de tres foliculos antrales en el ovario izquierdo.

Con el modo inverso deja de visualizarse el parénquima ovarico y los foliculos, eco-
negativos, pasan a verse positivos. Observamos 3 foliculos antrales. Es muy
interesante en la valoracion del nimero y volumetria.
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Endometrio caso 2:

Espesor endometrial mm 11,4

Caracteristicas Fase secretora

1 D 1.14cm

llustracion 69: Espesor endometrial 11mm. Fase secretora.

El grosor endometrial de 11mm muestra una correlacion correcta entre el desarrollo
folicular y el grosor endometrial.
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Segundo estudio del caso 2:

Se procede a monitorizacion ecografica del ciclo ovarico con estudios en dia 3 y 10 del
ciclo.

6,22 11,77
3,2x1,7 36x1,7
3 3
0,33-0,18-0,03| 0,75-0,34-0,01
IP: 0,55-IR:0,42

7,912 13,146
40,640 39,148
3,215 5,146
0,33 cm3 0,75 cm3

Endometrio Dia 3 Dia 10
Espesor endometrial mm 4.4 7.1
Fase del ciclo proliferativa proliferativa
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Estudio 2° de la vascularizacién ovario izquierdo caso 2:

Dia 3 del Ciclo

12.09.2016 22:47:58 MI 10

llustracion 70: Angio Power Doppler 3D: Vascularizacién volumétrica del ovario izquierdo.

llustracion 71: Vascularizacién volumétrica del ovario izquierdo. Modo Glass Body Angio power Doppler.

Indice de Vascularizacion (1V) 7,912
Indice de Flujo (IF) 40,640

Indice vascularizacion flujo (IVF) 3,215
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Estudio 2° Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 2: dia 3 del ciclo

llustracion 72: HDlive Silueta: Volumen ovario izquierdo.

Estudio 2° Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 2: dia 3 del
ciclo

llustracion 73: Modo SonoAVC: Recuente de 3 foliculos antrales en el ovario izquierdo.
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Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo:

e (V) ‘ dx dy ‘ dz  Meand ‘ Volumen
1 8,6 11,7 10 5,9 9,2
2 6,9 8,5 7,6 5,8 73
3 3,9 5,6 4,0 2,9 4,2

llustracion 74: HD Live Silueta: Foliculo de mayor tamafio del ovario izquierdo.

Estudio de la vascularizacion ovario izquierdo caso 2: Dia 10 del Ciclo

llustracion 75: Angio Power Doppler 3D: Vascularizacién volumétrica del ovario izquierdo.
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Resultados

llustracién 76: Vascularizaciéon volumétrica del ovario izquierdo. Modo Glass Body Angio power Doppler.

Indice de Vascularizacion (1V) 13,146
Indice de Flujo (IF) 39,148

Indice vascularizacion flujo (IVF) 5,146

Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 2: dia 10 del ciclo

VP4TES 19092016  20556:57 MI 10

llustracion 77: Modo Hdlive: Volumen ovario izquierdo 11,77 cm3.
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Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 2: dia 10 del ciclo

19.09.2016

llustracion 78: Modo SonoAVC: Recuente de 3 foliculos antrales en el ovario izquirdo.

Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo:

Volumen
1 11,3 16,6 1,3 8,1 12
2 8,6 11,1 10,7 5,8 9,2
3 2,6 3,9 2,7 2,0 2,9

Conclusiones del caso 2

En el primer estudio, 6 meses después del reimplante se contempla actividad en
ambos ovarios. En el ovario derecho observamos un cuerpo luteo funcional y en el
izquierdo 3 foliculos. A la paciente se le realizd reimplante de tejido sobre los dos
ovarios.

En el segundo estudio ecografico, cuando la paciente tiene 46 afios, se le monitoriza
un ciclo ovarico hallandose en dia tres un RFA de tres foliculos, siendo el mayor de
0,33 cm3. Se observa siete dias después como el foliculo dominante crece a 0,75 cm3
como un ciclo funcional normal.

Los indices de vascularizacién incrementan conforme avanza el ciclo ovarico.
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Indices

Indice de Vascularizacion
(\]

Indice de Flujo (IF)

Indice vascularizacion flujo
(IVF)

Dia 10

13,146

39,148

5,146

Resultados

El volumen ovarico en el segundo estudio incrementa de 6,22 cm3 a 11,77 cm3.

113






Resultados

CASO 3

Paciente diagnosticada a los 26 afios de linfoma de Hodgkin (octubre 2005). Recibid
quimioterapia a altas dosis seguido de radioterapia.

Estudio de extension negativo.

Se realiz6 extraccion de la corteza ovarica derecha posterior al inicio del tratamiento
oncoldgico.

A) Antecedentes ginecolégicos previos:
e Menarquia: 11 afios. Férmula menstrual: 4/30 GO

¢ No antecedentes familiares de cancer.

B) Antecedentes quirurgicos: No

C) Tratamiento oncologico:

Quimioterapia con altas dosis previa a la preservacion de la corteza ovarica. Recibi6
Bleomicina + Etopdsido + Doxorrubicina + Ciclofosfamida + Vincristina +
Procarbacina + Prednisona (BEACOPP).

D) Preservacion de la corteza ovarica:

Noviembre 2005

Febrero 2012

Se realizé la extraccion en octubre de 2005 por laparoscopia cuando la paciente tenia
26 afios después del inicio del tratamiento gonadotoéxico.

El reimplante de los fragmentos de corteza ovarica derecha criopreservada se produjo
en 2012, mediante laparotomia, cuando la paciente tenia 32 afios, sobre la corteza
ovarica izquierda.
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E) Evolucion hormonal

Post reimplante:

FECHA 25/11/2005 14/2/2014 21/3/2014
FASE Momento _clle _ Pre- .Post-

la extraccion reimplente reimplante
FSH mUl/ml 8,1 199,9 172,8
LH Mui/ml 16,3 76,5 69,2
ESTROGENOS 10 <10 35
pg/ml
HAM ng/ml 0,3 0,14 -

E) Variacion de los ciclos menstruales:

La paciente presentaba menstruaciones regulares antes del inicio de la quimioterapia.
Al inicio de la quimioterapia la paciente dejé de menstruar y entr6 en amenorrea.
Cuando termino el tratamiento oncoldgico continué con sintomatologia menopausica y
con analitica hormonal menopausica.

Tras el reimplante continua con la clinica de sequedad vaginal y dispareunia.

F) Evaluacion ecografica de la funcion ovarica:

Se realiza analisis ecografico después del reimplante. La corteza fue preservada
después del inicio de la quimioterapia. Se describen los ovarios después del
reimplante.

Se realiza ecografia en fase folicular.

Si Edad

9 meses post-reimplante 32
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Ovario derecho caso 3:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 1,46
Tamafo cm 2,3x0,98
Numero de foliculos 0
Volumen foliculos ovaricos 0
DOPPLER IP IR 2,02-0,96
DOPPLER PATRON Diastole
Cuerpo Luteo no
Cortical mm 0,21

Valoracion volumétrica ovario derecho caso 3:

llustracién 79: Volumen ovario derecho 1,46 cm3.

.
V 1.46cm®

Resultados
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llustracion 80: Volumen ovario derecho Modo nicho.

llustracion 81: Hd Live: Reconstruccion volumétrica del ovario derecho.
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Resultados

Ovario izquierdo: después del reimplante de corteza ovarica:

La preservacion de la corteza se realizd después del inicio de tratamiento

quimioterapico lo que podria explicar la baja funcionalidad del ovario izquierdo post-
reimplante.

Ovario lzquierdo

Volumen cm3 1,22
Tamano cm 1,63 x0,93
Numero de foliculos 1
Volumen foliculos ovaricos cm3 0,26
DOPPLER IP IR IP:1,71 IR:1
DOPPLER PATRON Diastole cero
Cuerpo Luteo no
Cortical mm 3,2

Estudio del tamafio del ovario izquierdo caso 3:

1 D 1.96cm
2 D 1.28cm

llustracion 82: Tamarfio ovario izquierdo 1,96 x 1,28mm.
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Estudio de la vascularizaciéon ovario derecho caso 3:

Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 3:

llustracién 84: Volumen ovario izquierdo Modo nicho.
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Resultados

llustracion 85: Modo HdLive: Reconstruccion del volumen del ovario izquierdo.

Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo:

llustracion 86: Recuento de foliculos antrales de ovario izquirdo 1 de 0,26 cm3.

Estudio morfologia uterina y Endometrio:

Espesor endometrial mm Fina homogénea 2,3 mm

caracteristicas homogénea
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Analisis del estudio del caso 3
Sodlo se observa un foliculo en el ovario izquierdo que recibio el reimplante.

El ovario izquierdo tiene un volumen de 1,36 cm3 y se puede observar un foliculo con
un volumen de 0,26 cm3

Mientras que en el derecho el volumen es de 1,46 cm3 y no se visualiza ningun
foliculo.
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Resultados

CASO 4

Paciente diagnosticada a los 32 afos de carcinoma de mama ductal infilirante en
mama izquierda (mayo 2006).

Se realizd cuadrantectomia con vaciamiento ganglionar (3 ganglio afecto de 8),
seguido de 25 sesiones de radioterapia.

Estadiaje: pT1N3/8 MO.

Caracteristicas de tumor:
e Receptores hormonales negativos (RP y RE).
e Her2 positivo (Score 3+). Sobreexpresién inmunohistoquimica positiva.
e Estudio de extension negativo.

e Extraccion de la corteza ovarica derecha previo al inicio del tratamiento
oncologico.

Recaida en mayo 2014 con metdstasis en adenopatia supraclavicular. Por este
motivo la paciente no recibio el reimplante.

A) Antecedentes ginecoldgicos previos:
e Menarquia: 12 afios. Férmula menstrual: 4/24. GO

e Si antecedentes familiares de cancer: Padre neoplasia de pulmén. Abuelo
materno neoplasia de préstata. Abuelo paterno: neoplasia de estomago.

B) Antecedentes quirurgicos: No

C) Tratamiento oncolégico:

La paciente recibio Adriamicina y Ciclofosfamida 4 ciclos seguida de plaquitaxel junto
con tratuzumab. Después continu6 con el trastuzumab hasta completar el afio.

Durante el tratamiento con quimioterapia ceso la funcion ovarica.

La paciente estaba en estudio para reimplante de corteza ovarica cuando se detectd
adenopatia supraclavicular.

Tras la recaida se inici6 linea de tratamiento con taxotere-pertuzumab-herceptin.
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D) Preservacion de la corteza ovarica:

mayo 2006

no

Se realizé la extraccion de corteza ovarica en mayo de 2006 por laparoscopia cuando
la paciente tenia 31 afios antes del inicio del tratamiento gonadotoxico.

E) Evolucion hormonal
*  FSH 0,3 mU/ml, AMH 0.3 ng/ml (junio 2006)

+  FUR: 2/6/2006

Post

reimplante:

FECHA 8/6/2006 | 15/2/2011 | 31/1/2013 | 22/10/2014 | 29/4/2015 | 13/7/2016
FASE DEL . Post- Post- Post-
cicLo 3°dia Post-QT Post-QT recidiva recidiva recidiva
FSH mUl/ml 0,3 29,8 52,6 172,4 177,4 81,8
LH mUl/ml 3,2 14,3 55,9 51,5 60,8 54,6
Estradiol 17 154,6 <12 <25 135,2

pg/ml

HAM ng/ml 0,3

E) Variaciéon de los ciclos menstruales:

La paciente presentaba menstruaciones regulares de durancion 2-3 dias cada 24 dias.
Al inicio de la quimioterapia la paciente dejé de menstruar y entr6 en amenorrea.
Cuando terminé el tratamiento oncoldgico la paciente recuperé la funcion hormonal de
una manera irregular. Con sequedad vaginal y dispareunia leve.

F) Evaluacion ecografica de la funcion ovarica:

Se realiza analisis ecografico antes del reimplante de la corteza ovarica. En el
momento de la ecografia la paciente tenia 39 afios, es decir, 8 afos después del
diagnostico del cancer de mama. En el momento del estudio todavia no habia
recidivado el tumor y estaba esperando a la realizancion del reimplante de corteza
ovarica.

Se realiza ecografia en fase folicular.
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Reimplante No
Estudio 1 Pre-trasplante

Ovario derecho:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 0,31

Tamano cm 1,63x1,3

Numero de foliculos 0

DOPPLER IP IR 1,24-0,91

DOPPLER PATRON DiaSto(')e

Cuerpo Luteo no

Cortical mm 2

Estudio de la vascularizacion ovario derecho caso 4:

llustracion 87: Vascularizacion Doppler ovario derecho. IP

-ED
DA-8ID
DA-P1
DARI
DA-MD
DA-TAmax 3.01cmis
DA-FC 208b

:1,24.1R: 0,91

Resultados

125



Angel Arturo Blanes Martinez

Valoracion volumétrica ovario derecho caso 4:

.
V0310 cm®

llustracion 89: Volumen ovario derecho Modo nicho.
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Resultados

Ovario izquierdo caso 4: Estudio antes del reimplante de corteza ovarica

Ovario Izquierdo

Volumen cm3 2,2
Tamano cm 2,4x1,7
Numero de foliculos 2

Volumen foliculos ovaricos 0,01-0,01

DOPPLER IP IR 1,04-0,61
Cuerpo Luteo No
Cortical mm 3,2

Estudio de la vascularizacién ovario izquierdo caso 4:

llustracion 90: Vascularizacion Doppler izquierdo. IP: 1,04 IR: 0,61
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Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 4:

V220cm®

llustracion 92: Reconstruccion del volumen del ovario izquierdo modo nicho
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Resultados

llustracion 93: Modo HdLive: Reconstruccion del volumen del ovario izquierdo.

Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 4:

llustracion 94: Recuento de 2 foliculos antrales en el ovario izquirdo.

Estudio morfologia uterina y Endometrio:

Espesor endometrial mm 3,7
Medidas uterinas 8x3,6x0,3cm
Art UTERINA DERECHA IP / IR 1,79-0,78
Art UTERINA IZQUIERDA IP / IR 1,91-0,81
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. -
V 0.807 cm®

llustracion 96: Reconstruccion uterina.

Andlisis del estudio del caso 4

Se le preservo la corteza ovarica antes del tratamiento oncolédgico. Se realizé un
estudio completo de la funcion ovarica antes del trasplante.

Antes del trasplante se diagnosticd una recidiva con metastasis supraclavicular
izquierda por lo que no se realizo el reimplante. Finaliza el estudio.

En el estudio ecografico se puede observar ambos ovarios con escasa funcién ovarica.
El ovario izquierdo tiene un volumen de 2,2 cm3 con sélo dos foliculos. Mientras que
en el derecho el volumen es de 0,310 cm3 y no se visualiza ninguno.
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Resultados

CASO 5

Paciente diagnosticada a los 32 afios de carcinoma ductal infiltrante de mama derecha
grado | (diciembre 2007).

Se realiz6 cuadrantectomia con vaciamiento ganglionar, seguido de radioterapia.
Estadiaje: pT1bNOMO.
Caracteristicas de tumor:
e Carcinoma ductal infiltrante de mama grado | (1.2 x 1 cm) bordes libres.
e Receptores hormonales positivos (RP y RE). Her2 negativo. Ki-67: 14%.
o Estudio de extension negativo.

e Se realizd extraccion de la corteza ovarica derecha previo al inicio del
tratamiento oncoldgico.

A) Antecedentes ginecolégicos previos:
e Menarquia: 10 afios. Férmula menstrual: 4/28. Fumadora.
e G1A1 (FIV pre-trasplante).

¢ No antecedentes familiares de cancer.

B) Antecedentes quirurgicos: No

C) Tratamiento oncolégico:

Quimioterapia tras preservacion de la corteza ovarica: 6 ciclos de Fluorouracil 500
mg/m2, epirrubicina 90 mg/m2 y ciclofosfamida 500mg.

Posteriormente recibi6 radioterapia adyuvante 25 sesiones.

Tratamiento hormonal con zoladex (goserelina) junto con tamoxifeno dos afos y
posteriormente tamoxifeno durante 3 afos.

Durante el tratamiento con quimioterapia cese de funcion ovarica al 3° ciclo. No
menstruacion hasta el fin del tratamiento del zoladex.
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D) Preservacion de la corteza ovarica:

Enero 2008

Noviembre 2014

Se realizé la extraccion de corteza ovarica en enero de 2008 por laparoscopia cuando
la paciente tenia 33 afios antes del inicio del tratamiento gonadotoxico.

El reimplante (fragmentos de corteza ovarica derecha) se produjo en 2014, mediante
laparoscopia, cuando la paciente tenia 38 afios, sobre la corteza ovarica izquierda.
Reimplante en un solo tiempo.

E) Evolucion hormonal
Pretratamiento:

*  FSH 7,6 mU/ml, AMH 3.5 ng/ml (enero 2008)

Post reimplante:

FECHA 15/1/2008 6/5/2014 23/6/2014 18/1/2015
iz e el quim%ttrapia tralspgltz-nte trasglea-nte tran,gEatr;te
FSH mUl/ml 7,6 29 13 6

LH Mui/ml 3,4 11,8 7,2 4
ESTROGENOS pg/ml 254 365,7 44 65
HAM ng/ml 3,5 0,5

E) Variacion de los ciclos menstruales:
Presentaba menstruaciones regulares de durancion 4 dias cada 28 dias.

Al inicio de la quimioterapia la paciente dej6 de menstruar y entré en amenorrea.
Posteriormente se reiniciaron las menstruaciones y se administré zoladex. Nueva
amenorrea. Cuando dejo el zoladex se reiniciaron las menstruaciones.

F) Evaluacion ecografica de la funcion ovarica:

Se realiza analisis ecografico antes y después del reimplante de la corteza ovarica
derecha sobre la superficie de la corteza ovarica izquierda.
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Resultados

En el momento del primer estudio ecografico la paciente tenia 39 afios, es decir, 6
afos después del diagndstico del cancer.

El segundo andlisis ecografico se realiza después del reimplante de la corteza ovarica.

Si Edad
6 meses Pre-trasplante 39
3 mes Post-trasplante 40

Ovario derecho: estudio antes del reimplante

1,94

24,5 x
12,6

0,8-0,58
0,21
25,048

0,053

No
3,3
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Estudio de la vascularizacion ovario derecho caso 5: antes del reimplante

V 1.58 cm®

llustracion 97: Vocal + Power Doppler: Analisis vascularizacion ovario derecho. Indice de vascularizacion:

Indice de Vascularizacion (1V) 0,210
Indice de Flujo (IF) 25,048

Indice vascularizacion flujo (IVF) | 0,053
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Resultados

Valoracion volumétrica ovario derecho caso 5:

llustracién 98: Modo Vocal: Volumen ovario derecho de 1,94cm3.

Ovario izquierdo: 6 meses antes del reimplante de corteza ovarica.

Ovario Izquierdo

Volumen 15,02
Tamano 33,9 x 25,6
Numero de foliculos 4
DOPPLER IP IR 0,98-0,58
Indice de vascularizacion %

(V) 14,445
IF INDICE DE FLUJO (IF) 33,777
Indice Vascularizacion flujo

(IVF) 4,882
Cuerpo Luteo no
Cortical mm 6,3
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Estudio del tamafiio del ovario izquierdo caso 5: antes del reimplante

1 D 3.38cm
2 D 256cm

llustracion 99: Tamaifio ovario izquierdo 3,39 X 2,56 mm.

Estudio de la vascularizacién ovario izquierdo caso 6: antes del reimplante

14
Der. Ut-PS 19.60

Der. UtED B.i6cmis
Der. Ut-SID 240
Der. Ut-F1 0.98
Der. Ut-RI 058
Der. Ut-MD 7.76cmis
Der. Ut-TAmax 11.72cmis
Der. Ut-FC T4bpm

llustracion 100: Vascularizacién Doppler izquierdo. IP: 0,98 IR: 58.
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Resultados

llustracion 101: Vocal + Power Doppler: Andlisis de la vascularizacion del ovario izquierdo mediante
reconstruccion volumétrica. Modo nicho.

Indice de Vascularizacion (IV) 14,445
Indice de Flujo (IF) 33,777
Indice vascularizacion flujo (IVF) 4,882

Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 5: antes del reimplante

.
V 15.02 cm*

llustracion 102: Modo Vocal: Volumen ovario izquierdo 15,02 cm3.
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llustracion 103: Modo HdLive: Ovario izquierdo.

Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 5: antes del reimplante

llustracion 104: Modo SonoAVC: Recuente de 4 foliculos antrales en el ovario izquierdo.
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Resultados

Estudio morfologia uterina y Endometrio: antes del
reimplante

Espesor endometrial mm 10,3

caracteristicas trilaminar
Medidas 6,3x5x3,6
Volumen endometrial cm3 4,16

Va16cm®

llustracién 105: Calculo del Volumen endometrial 4,16 cm3.
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Caso 5: estudio post-reimplante

Se realiz6 un estudio ecografico 3 meses después del reimplante cuando la paciente
tenia 40 afios.

Ovario derecho:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 0,57

Tamafio cm 17X
0,77

Numero de foliculos 0

Cuerpo Luteo No

Valoracion volumétrica ovario derecho caso 5:

V 0.585 cm®

llustracién 106: Modo Vocal: Volumen ovario derecho de 0,565 cm3.
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Resultados

Ovario izquierdo: 3 meses después del reimplante de corteza ovarica

Ovario lzquierdo

Volumen cm3 16,03
Tamafo cm 4x2,49
Numero de foliculos 8

Volumen foliculos ovaricos

0,04-0,03-0,02-0,02
0,02-0,01-0,01-0,01

DOPPLER IP IR 0,91-0,57
Indice de vascularizacion % (V) 17,258
IF INDICE DE FLUJO (IF) 49,280
Indice Vascularizacion flujo (IVF) 8,505
Cuerpo Luteo si
Cortical mm 6,3

Estudio de la vascularizacién ovario izquierdo caso 5: después del reimplante

.
V 12.57 cm®

llustracion 107: Angio Power Doppler: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo. Mostrando los
vasos ovaricos maravillosamente. Bajo a la derecha VOCAL del volumen ovarico.
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llustracion 108: Vocal + Power Doppler: Andlisis de la vascularizacion del ovario izquierdo mediante
reconstruccion volumétrica. Modo nicho para ver la superficie ovarica en rosa, el estroma en gris y
mediante angio-doppler los vasos en la medular.

Indice de Vascularizacion (V) 17,258
Indice de Flujo (IF) 49,280
Indice vascularizacion flujo (IVF) 8,505

Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 5: después del reimplante

V 16.03 cm?

llustracion 109: VOCAL: Volumen ovario izquierdo 16,03 cm3.
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Resultados

llustracion 110: AVC modo nicho: Volumen ovario izquierdo.

llustracion 111: Modo HdLive: Se visualiza el ovario izquierdo y los foliculos en la corteza ovarica.

143



Angel Arturo Blanes Martinez

Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 5: después del
reimplante

llustracion 112: Modo SonoAVC: Recuente de 8 foliculos antrales en el ovario izquirdo.

Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo:

N° d(v) ‘ dx dy dz Meand Volumen ‘
foliculo
1 4,4 4,9 43 4,2 4,5
2 4,1 5,9 4,6 2,7 4,4
3 3,4 4,6 3,6 2,5 3,6
4 3,4 5,1 4,0 2,1 3,7
5 33 4,9 4,0 2,6 3,8
6 3,0 3,8 2,7 2,6 3,0
7 2,9 6,1 2,6 1,7 34
8 2,8 3,5 2,9 2,2 2,9

Estudio morfologia uterina y Endometrio:

Espesor endometrial mm 10

caracteristicas secretora
Medidas 6,3x5x3,6
Volumen endometrial cm3 4,16
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llustracion 113: Esudio morfologia uterina.

Analisis del estudio del caso 5

Resultados

Se ha realizado un estudio 6 meses antes del trasplante y otro estudio 3 meses

después del trasplante.

Previo al trasplante la paciente presentaba en el ovario izquierdo un recuento folicular
de 4 y un volumen ovarico de 15,02 cm3. Después de este el recuento es de 8

foliculos y el volumen de 16,03 cm3.

La vascularizacién antes y después del trasplante:

(IVF)

Indices: Pre- Post-
Indice de Vascularizacion (1V) | 14,445 | 17,258
Indice de Flujo (IF) 33,777 | 49,280
Indice vascularizacion flujo 4,882 | 8505

Se puede observar como después del reimplante, el analisis de la vascularizacion de
ovario izquierdo incrementd, el RFA aumentd y el volumen también.
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Resultados

CASO 6

Paciente diagnosticada a los 37 afios de carcinoma ductal infiltrante de mama derecha
grado | (septiembre 2009).

Se realiz6 cuadrantectomia con ganglio centinela negativo.
Estadiaje: pT1N0/2cMO.
Caracteristicas de tumor:

e Carcinoma ductal infiltrante de 12 mm de mama izquierda. Grado |. Bordes
libres. Scarf-Bloom 5/9 (diferenciacion 2, pleomorfismo 2, mitosis 1).

e Receptores hormonales positivos: Receptores de Estrogenos: +95%,
Receptores de progesterona +90%. Her2 negativo -/+++. Ki-67: 7%.

e Resultado Oncotype de bajo riesgo (RS6).
e Estudio de extension negativo.

e Extraccion de la corteza ovarica derecha previo al inicio del tratamiento
oncoldgico.

A) Antecedentes ginecolégicos previos:
e Menarquia: 12 afios. Férmula menstrual: 4/28. GO

o Antecedentes familiares de cancer: tia materna cancer de endometrio.
B) Antecedentes quirurgicos: Hernia discal L3-L4.
C) Tratamiento oncolégico:

La paciente no recibié quimiterapia.

Posteriormente a la cirugia recibié radioterapia adyuvante. El tratamiento se continud
con tamoxifeno durante 5 afios (dentro del ensayo Clinico SOFT).

D) Preservacion de la corteza ovarica:

Septiembre 2009
Abril 2015
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Extraccion de la corteza ovarica en septiembre de 2009 por laparoscopia cuando la
paciente tenia 37 afios antes del inicio del tratamiento oncolégico.

El reimplante (tejido de corteza ovarica derecha) se produjo en abril de 2015, mediante
laparoscopia, cuando la paciente tenia 42 afios, sobre la corteza ovarica izquierda.
Reimplante en un solo tiempo.

E) Evoluciéon hormonal

Pretratamiento: FSH 4,5 mU/ml, AMH 1,4 ng/ml (septiembre 2009)

FECHA 25/9/09 16/12/2014 9/4/2015 27/5/2015
FASE DEL CICLO Pre- Pre- Mes del Post-
tratamiento trasplante reimplante trasplante
FSH mUl/ml 4,5 17,5 8,1 6,6
LH Mui/ml 3,6 3,9 10,8 29
ESTROGENOS pg/ml 56 15,8 101,8 343
PROGESTERONA 0.15 1.7
ng/ml
HAM ng/ml 1,4 ng/ml <0,1 ng/ml 0,12
FECHA 25/9/09 19/4/10 | 4/10/10 6/4/11 18/4/12 | 22/10/12 | 22/4/13
FASE DEL Pre-
CICLO tratamiento TMX TMX TMX TMX TMX TMX
FSH mUl/mi 4,5 6,6 6,1 21 18,8 6 11,9
LH Mui/ml 3,6 29 53 10 8,2 4,6 4,2
E2 pg/mi 56 295,8 395 51 49 737 36,6
18/10/13 11/4/14 2/10/14 16/12/14 9/4/15 14/10/15 | 10/10/16
EéfE Hormono- | Hormono- | Hormono- Pre- Mes del Post- Post-
CICLO terapia terapia terapia trasplante | reimplante | trasplante | trasplante
FSH
mUlml 2,6 14,3 34 17,5 8,1 9 3,4
LH
: 0,6 13,6 3 3,99 10,8 5,8 3,2
Mui/ml
|=V]
651 738 680 15,8 101 39 185
pg/ml
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E) Variacién de los ciclos menstruales:

Resultados

La paciente presentaba menstruaciones regulares de durancion 4 dias cada 28 dias.
Tras el reimplante de corteza ovarica la paciente presenta menstruaciones regulares.

F) Evaluacion ecografica de la funcion ovarica:

Se realiza analisis ecografico antes y después del reimplante de la corteza ovarica
derecha sobre la superficie de la corteza ovarica izquierda. En el momento del primer
estudio ecografico la paciente tenia 42 afios, 5 afios después del diagndstico del

cancer.

El segundo analisis ecografico se realiza 3 meses después del reimplante

Reimplante Si edad
Estudio 1 4 meses Pre-trasplante 41 afios
Estudio 2 3 mes Post-trasplante 41 afos

Ovario derecho: caso 6

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 0,260
Tamano cm 1,1x0,7
Numero de foliculos 0
Cuerpo Luteo No

Estudio 1° Valoracién volumétrica ovario derecho caso 6: antes del reimplante

llustracién 114: Modo Vocal: Volumen ovario derecho de 0,260 cm3.

.
V 0.260 cm®
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Ovario izquierdo: 3 meses antes del reimplante de corteza ovarica caso 6

Ovario lzquierdo
Volumen 6,12
Tamafo 2,4 x1,69
Numero de foliculos 4
Volumen foliculos ovaricos 0,47-0,12-0,09-0,01
DOPPLER IP IR 0,74-0,51
Indice de vascularizacion % 4754
(V)
IF INDICE DE FLUJO (IF) 28,452
Indice Vascularizacion flujo
(IVF) 1,352
Cuerpo Luteo De la ovulacpn
anterior
Cortical mm 6

Estudio de la vascularizacion ovario izquierdo caso 6: antes del reimplante

llustracion 115: Vocal + Power Doppler: Andlisis de la vascularizacion del ovario izquierdo mediante
reconstruccién volumétrica.

Indice de Vascularizacion (1V) 4,754
Indice de Flujo (IF) 28,452
Indice vascularizacion flujo (IVF) 1,352
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Resultados

Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 6: antes del reimplante

VE12em?®

llustracién 116: Modo Vocal: Volumen ovario derecho 6,12 cm3.

Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 6: antes del reimplante

llustracion 117: Modo SonoAVC: Recuente de 4 foliculos antrales en el ovario izquirdo y cuerpo luteo de
ciclo anterior.
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Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo:

N° foliculo Volumen

1

2
3
4

Estudio morfologia uterina y Endometrio:

Espesor endometrial mm 7,7

caracteristicas Fase folicular
Medidas 7x42x49
Doppler arteria Uterina: IP:1,911R: 0,78.1P: 1,71. IR: 0,77

llustracion 118: Reconstruccién uterina 2D/3D.
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Resultados

Caso 6: estudio post-reimplante

Se realiz6 un estudio ecografico 3 meses después del reimplante cuando la paciente
tenia 42 afios. Podemos observar la variacion del volumen en el ovario izquierdo.

Ovario derecho:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 1,40
Tamafo cm 1,82 x 1,09
Numero de foliculos 2
DOPPLER IP IR 1,31-0,7
Indice de vascularizacion (1V) 1,997
Indice de flujo (IF) 30,900
|(Il'l\(/1|I:C)e de Vascularizacion flujo 0,647
Cuerpo Luteo No

Estudio 2° del tamaiio del ovario derecho caso 6:

1 D 1.82cm
2 D 1.09cm

llustracién 119: Tamaro ovario derecho 1,82 x 1,09 mm.
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Valoracion volumétrica ovario derecho caso 6:

L]
V 1.40 cm®

V1.40 cm®

llustracién 121: Modo HdLive: Volumen ovario derecho de 1,40 cm3.
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Resultados

llustracion 122: VOCAL Modo nicho: Reconstruccién Volumétrica del ovario derecho.

Ovario izquierdo: 3 mes después del reimplante de corteza ovarica

6,86
2,72x1,93

0,61-0,44
3,888
40,125
0,832

No
6,3
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Estudio 2° del tamaio del ovario izquierdo caso 6: después del reimplante

1 D 2.72cm
2 D1.83cm

llustraciéon 123: Tamafio ovario izquierdo 27,2 x 19,3 mm.

Estudio 2° de la vascularizaciéon ovario izquierdo caso 6: después del reimplante

V 6.86 cm®

llustracion 124: Angio Power Doppler 3D: Analisis de la vascularizacion del ovario izquierdo mediante
reconstruccion volumétrica.
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llustracion 125: Glass Body-Angio Power Doppler: Ovario izquierdo.

Indice de Vascularizacion (1V) 3,889
Indice de Flujo (IF) 40,125
Indice vascularizacion flujo (IVF) 0,832

Estudio 2° Valoracién volumétrica ovario izquierdo caso 6

llustracion 126: Modo HD Live: Volumen del ovario izquierdo de 6,86cm3.

V6.86 cm®

Resultados
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llustracion 127: Vocal modo nicho: Se visualiza el ovario izquierdo repleto de foliculos en la cortical.

Estudio 2° Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 6: después
del reimplante

llustracion 128: Modo SonoAVC: Recuente de 9 foliculos antrales en el ovario izquierdo.
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Resultados

llustracion 129: Modo SonoAVC: Recuente de 9 foliculos antrales en el ovario izquierdo.

Estudio morfologia uterina y Endometrio:

Espesor endometrial mm 3,3

caracteristicas Fase proliferativa
Medidas 7,1x3,5x4,94

llustraciéon 130: Esudio morfologia uterina 3D.
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Analisis del estudio del caso 6
Se ha realizado un estudio 3 meses antes y otro estudio 3 mes después del trasplante.

Previo al trasplante la paciente presentaba en el ovario izquierdo un recuento folicular
de 4 y un volumen ovarico izquierdo de 6,12 cm3.

Posterior al trasplante la paciente presentaba un recuento folicular en el ovario
izquierdo de 9 y un volumen ovarico de 6,86 cm3.

La vascularizacion antes y después del trasplante:

Indice de Vascularizacion (1V) 4,754 3,884
Indice de Flujo (IF) 28,452 | 40,125
Indice vascularizacion flujo (IVF) 1,352 0,832

Se puede observar como después del reimplante el indice flujo incrementa.

Ademas, se observa como el ovario derecho (que no recibio el reimplante) el volumen
pasa de 0,260 a 1,40 cm3, y aparecen dos foliculos antrales.
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Resultados

CASO 7

Paciente diagnosticada a los 29 afos de carcinoma ductal in situ de mama izquierda
grado Il (noviembre 2002).

Se realiz6 mastectomia simple y tratamiento con tamoxifeno durante 5 afios.

Cuando la paciente tenia 35 afios se le diagnotica un carcinoma ductal infiltrante de
mama derecha.

Se realiz6 mastectomia derecha con vaciamiento axilar.
Estadiaje: pT12 pN(2/24) MO.
Caracteristicas de tumor:

e Carcinoma ductal infiltrante de mama derecha. Grado [IB. Luminal B. Bordes
libres.

e Receptores hormonales positivos: Receptores de Estrogenos: +20% (20/300),
Receptores de progesterona negativos. Her2 negativo -/+++. Ki-67: 75%. Perfil
luminal B.

e Estudio de extension negativo.

e Extraccion de la corteza ovarica derecha previo al inicio del tratamiento
oncologico.

A) Antecedentes ginecolégicos previos:
e Menarquia: 13 afios. Férmula menstrual: 3/28. GO

¢ No antecedentes familiares de cancer

B) Antecedentes quirargicos: No

C) Tratamiento oncolégico:

Tras el diagnostico del carcinoma ductal in situ de la mama izquierda estuvo 5 afios
con tamoxifeno.

Posteriormente, tras el diagndstico del carcinoma ductal infiltrante de mama derecha
recibié quimioterapia tras preservacion de la corteza ovarica: TAC 6 ciclos (Docetaxel
+ Doxorrubicina + Ciclofosfamida).

Ademas, recibié radioterapia y tratamiento hormonal con tamoxifeno y zoladex durante
2 afos y posteriormente 2 afios mas de tamoxifeno.
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Durante el tratamiento con quimioterapia cese de funciéon ovarica al 2° ciclo. Y
permanece sin menstruaciones durante los dos primeros afios del tamoxifeno.

D) Preservacién de la corteza ovarica:

Diciembre 2009
Noviembre 2014

Se realizo la extraccion de corteza en diciembre de 2009 por laparoscopia cuando la
paciente tenia 35 afios antes del inicio del tratamiento gonadotoxico.

El reimplante de los fragmentos (corteza ovarica derecha) se produjo en noviembre de
2015, mediante laparoscopia, sobre la corteza ovarica izquierda cuando la paciente
tenia 41 afios. Reimplante en un solo tiempo.

E) Evoluciéon hormonal

Post reimplante:

FECHA 16/4/10 714114 22/12/2014 92115
FASE DEL CICLO QT Hormono-terapia ! t‘r:aia(;I;I:r?tset- 3 :ri:::jai?:t-
FSH mUl/ml 76,7 13,8 9 1,9

LH Mui/ml 411 6,5 6,4 2,6
ESTROGENOS pg/ml 9,8 59 - 210
HAM ng/mi - <1,00 0,08

Post
reimplante:
FECHA 16/4/10 | 16/7/10 | 7/10/13 714114 22/12/2014 92115 15/4115 | 16/1116 | 5/12/16 | 4/1/17
1 ciclo 3 ciclos

FASE DEL at at Hormopo- Hormopo- Post- Post- Embarazo | Post
CicLO terapia terapia 13s +2d parto

trasplante | trasplante
& 767 | 528 | 265 138 9 19 01 123 | 273 | 20
mUl/ml
LH mUl/ml 411 28,6 14,0 6,5 6,4 2,6 <0,1 8 11,6 11,5
E2 pg/ml 98 <5,0 <12,0 59 - 210 >3000 <25 <25 25
HAM ng/ml - - - 0,14 - 0,01 - 0,09 0,05 0,3
b-HCG - - - - - - 159000 - - -
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Resultados

16/12/10 | 1/2/2012 | 19111112 | 12/3/13 | 7/10/13 | 7/4/14 |30/10/14 | 15/4/15 | 20/7/15 | 27/11/15

22 16 27 20 20 35 34 - - -
14 17 15 15 16 17 17 20 21 17
2,6 1,6 14 1,0 15 2,1 0,7 08 0,7 0,8

11 11 12 10 10 14 15 - - .

E) Variacion de los ciclos menstruales:
La paciente presentaba menstruaciones regulares de durancion 3 dias cada 28 dias.
Al inicio de la quimioterapia la paciente dejé de menstruar y entr6 en amenorrea.

Después de dos afios la paciente recupero la funciéon ovarica una manera regular, con
ligera sequedad vaginal y dispareunia leve.

Tras el reimplante de corteza ovarica la paciente tiene la primera menstruacion a final
del mes y desde entonces menstruaciones regulares. A la paciente le desaparece la
sequedad vaginal y la dispareunia.

Se qued6é embarazada espontaneamente 3 meses después del trasplante ovarica
(enero 2015).

F) Evaluacion ecografica de la funcion ovarica:

En el momento del primer estudio ecografico la paciente tenia 41 afios, es decir, 6
afos después del diagndstico del cancer, 5 meses post-trasplante y embarazada de
11 semanas + 2 dias.

El cuarto estudio analiza también el ciclo ovarico haciendo estudio ecografico en dia
+3 y +10 del ciclo.

. - Noviembre
Si 41 afios 2014
5 meses Post-
reimplante 41 afios Marzo 2015
Embarazada
14 meses post- | 45 J50q Enero 2016
reimplante
15 meses post- 42 afios Febrero 2016
reimplante
25 meses Diciembre

43 afos

postreimplante 2016
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Ovario derecho:

OVARIO DERECHO
Volumen cm3 4,82
Tamafio cm 3,08 x
1,6
Numero de foliculos 1
Volumen foliculos ovaricos cm3 0,22
Indice de vascularizacion (1V) 27,407
Indice de flujo (IF) 32,720
I(?\cl:lllzc)e de Vascularizacion flujo 8,967
Cuerpo Luteo Si

Estudio 1° Valoracion volumétrica ovario derecho caso 7:

llustracion 131: Modo Vocal: Volumen ovario derecho de 4,84 cm3.
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Resultados

Estudio 1° de la vascularizacion ovario derecho caso 7:

.
V3argem®

llustracion 132: Vocal + Power Doppler: Analisis de la vascularizacion del ovario derecho mediante
reconstruccion volumétrica.

Indice de Vascularizacion (V) | 27,407
Indice de Flujo (IF) 32,720
Indice vascularizacion flujo (IVF) | 8,967

Estudio del cuerpo luteo del ovario derecho caso 7:

llustracion 133: Modo SonoAVC: cuerpo luteo en ovario derecho con volumen de 0,22 cm3.
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Ovario izquierdo: 3 meses después del reimplante de corteza ovarica

Ovario lzquierdo

Volumen 4,42
Tamano 3,1x15
Numero de foliculos 3
Volumen foliculos ovaricos 0,02-<0,01-0,01
Indice de vascularizacion % 8,237
(V)

IF INDICE DE FLUJO (IF) 34,361
Indice Vascularizacion flujo

(IVF) 2,830

Estudio 1° de la vascularizacién ovario izquierdo caso 7:

llustracion 134: Vocal + Power Doppler: Andlisis de la vascularizacion del ovario izquierdo mediante

reconstruccion volumétrica.

Indice de Vascularizacion (1V) 8,237
Indice de Flujo (IF) 34,361
Indice vascularizacion flujo (IVF) | 2,830
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Resultados

Estudio 1° Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 7:

llustracién 135: Modo Vocal: Volumen ovario derecho 4,22 cm3.

Estudio 1° Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 7:

llustracion 136: Modo SonoAVC: Recuente de 3 foliculos antrales en el ovario izquierdo.
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Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo:

N° foliculo  Volumen |

1
2
3

Estudio Gestacional: Se produce una gestacion espontanea después del reimplante
de la corte ovarica.

FUR: 11/1/2015
Edad gestacional 11 Semanas + 2 dias
Medidas CRL mm 50,6 mm

Derecha: IP:0,80 IR: 0,52
Izquierda: 1P:0,69 IR:0,47

Doppler Uterinas

llustracion 137: Hdlive.

168



Caso 7: 2° estudio post-reimplante

llustracion 138: Hdlive maxima iluminacion.

Resultados

Se realiz6 un estudio ecografico 4 meses después del parto cuando la paciente tenia
42 afios. Y 15 meses después del reimplante de la corteza ovarica sobre el ovario

izquierdo.

Ovario derecho:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3

1,52

Cuerpo Luteo

No
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Estudio 2° Valoracion volumétrica ovario derecho caso 7:

L
V152cm®

llustracion 139: Modo Vocal: Volumen ovario derecho de 1,52 cm3.

L]
V152cem®

llustracion 140: Histograma: Volumen ovario derecho de 1,52 cm3.
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Resultados

llustracién 141: Vocal Modo nicho: Reconstruccion Volumétrica del ovario derecho.

Ovario izquierdo: 15 mes después del reimplante de corteza ovarica
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Estudio de la vascularizacion ovario izquierdo caso 7:

llustracion 142: Glass Body: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo.

Vaz2iem®

llustracion 143: Vocal + Power Doppler: Andlisis de la vascularizacion del ovario izquierdo mediante
reconstruccion volumétrica. Modo nicho.

Indice de Vascularizacion (V) 22,942
Indice de Flujo (IF) 41,957

Indice vascularizacion flujo (IVF) 9,628
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Resultados

Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 7:

-
V 4.05 cm®

llustracion 144: Modo Vocal: Volumen ovario izquierdo 4,05 cm3.

VakEn Bic RIC5-! i Ml 0.8 PROF. F. BONILLA MUSOL!
28cm/16/12Hz Tis 0.2 14.01.2016 4

llustracion 145: Modo Hd Live: Ovario izquierdo.
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Caso 7: 3° estudio post-reimplante
Estudio en dia 3 y dia 14.

Estudio ecografico 1 mes después del estudio anterior, transcurrido 6 meses desde el
parto. La paciente tenia 42 afos.

Habia pasado 15 meses del reimplante.

El ovario izquierdo es analizado en dia 2-3 del ciclo y en el dia 14 para valorar la
evolucion del ciclo menstrual.

Al realizar un estudio en el dia +3 y + 14 podemos valorar la variacion del volumen,
vascularizacién y crecimiento folicular del ovario.

Ovario derecho:

OVARIO DERECHO
Volumen cm3 2,06

Cuerpo Luteo No

Estudio 3° Valoracion volumétrica ovario derecho caso 7:

llustracion 146: Modo Vocal: Volumen ovario derecho de 2,06 cm3.
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Estudio 3° de la vascularizacion ovario derecho caso 7:

llustracion 147: Glass Body-Powe Doppler: Volumen ovario derecho de 2,03 cm3.

Ovario izquierdo: 3° estudio después del reimplante de corteza ovarica

Resultados

Ovario lzquierdo Dia 3 Dia 14

Volumen cm3 4,99 10,19
Tamano cm 3,35x2,33
Numero de foliculos 4 4
Volumen foliculos ovaricos 1,19-1,02-0,21-0,07
Cuerpo Luteo No No
Foliculo dominante cm3 - 1,19
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Estudio ovario izquierdo dia +3:

3° Estudio de la vascularizacion ovario izquierdo caso 6: dia 3 del ciclo

llustracion 149: Glass Body Power Doppler: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo.
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Resultados

3° Estudio valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 7: dia 3 del ciclo

llustraciéon 150: Modo Vocal: Volumen ovario izquierdo 4,99 cm3

llustracion 151: Hd Live: Volumen ovario izquierdo.
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3° Estudio recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 7: dia + 3 del
ciclo

llustracion 152: Modo SonoAVC: Recuente de 4 foliculos antrales en el ovario izquirdo.

Estudio ovario izquierdo dia +14:

3° Estudio de la vascularizacion ovario izquierdo caso 6: dia 14 del ciclo

23.02.2006

llustracién 153: 3D TUI (tomografic ultrasound image): Vascularizaciéon volumétrica del ovario izquierdo.
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Resultados

llustracion 154: Hd live Glass Body: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo.

llustracion 155: Glass Body Power Doppler: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo.
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llustracion 156: Hd live Silueta-Flujo: percepcién muy realista de la anatomia vascular del ovario izquierdo.

3° Estudio valoraciéon volumétrica ovario izquierdo caso 7: dia 14 del ciclo

b 0.2
23022016  5:49:17 PM Ml 1.0

llustracién 157: Modo Vocal: Volumen ovario izquierdo 10,19 cm3.
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Resultados

3° Estudio recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 7: dia 14 del
ciclo

llustracion 158: Modo SonoAVC: Recuente de 4 foliculos antrales en el ovario izquirdo.

llustraciéon 159: Modo inverso: Recuente de 4 foliculos antrales en el ovario izquierdo
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Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo:

NO
foliculo

dz

Meand Volumen

13,1 19,1
2 12,5 15,6 12,4 10,7 12,9
3 7,3 10,4 7,3 5,8 7,8
4 5,0 6,8 5,6 3,5 5,3

Caso 7: 4° estudio post-reimplante

Estudio en dia 3 y dia 11.

Estudio ecografico 25 meses después del reimplante y 10 mes después del estudio
anterior. Habian transcurrido 16 meses desde el parto. La paciente tenia 43 afos.

El ovario izquierdo lo volvemos a analizar en dia +3 y +11.

Endometrio

Espesor endometrial mm

Fase del ciclo

182

5,66 26,45
2,99x1,3 3,9x2,9
5 2
8,98-3,94
5,491 10,220
45,069 40,574
2,475 4,147
8,98 cm3
Dia 3 Dia 11
57 11,2

proliferativa

proliferativa




4° Estudio: Vascularizacion ovario izquierdo caso 7: Dia 3 del Ciclo

Resultados

llustraciéon 161: Modo Glass Body Angio-power Doppler.

Indice de Vascularizacion (1V) 5,491
Indice de Flujo (IF) 45,069
Indice vascularizacion flujo (IVF) 2,475
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4° Estudio: Representacion volumétrica ovario izquierdo caso 7: dia 3 del ciclo

llustracion 162: HDlive Silueta: Volumen ovario izquierdo 5,66cm3.

4° Estudio: Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 7: dia 3 del
ciclo

llustracion 163: Modo SonoAVC: Recuente de 5 foliculos antrales en el ovario izquierdo.
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Resultados

llustracion 164: HD Live Silueta: Representacion del ovario izquierdo donde se pueden visualizar los
foliculos antrales.

4° Estudio: Vascularizacion ovario izquierdo caso 7: dia 11 del Ciclo

llustracion 165: Angio Power Doppler 3D: Vascularizaciéon volumétrica del ovario izquierdo.
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20.12.2016

llustraciéon 166: Modo Glass Body Angio power Doppler.

Indice de Vascularizacion (V) 13,146
Indice de Flujo (IF) 39,148
Indice vascularizacion flujo (IVF) 5,146

4° Estudio: Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 7: dia 11 del
ciclo

MI 1.0

llustraciéon 167: Modo SonoAVC: Recuente de 2 foliculos antrales en el ovario izquirdo.
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Resultados

4° Estudio: Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo

caso 7: dia 11 del ciclo

NO

foliculo d(Vv) dx dy dz Mean d | Volumen
1 25,8 30 26 24,1 26,7
2 19,,6 23,7 21 16,1 20,2

llustracion 168: HD Live: Ovario izquierdo con sus foliculos.

Andlisis del estudio del caso 7

Se han realizado 4 estudios después del reimplante.

La paciente quedo gestante de forma espontanea 3 ciclos después.

Podemos observar como el ovario izquierdo, que es donde se reimplant6 el tejido
ovarico, tiene una gran capacidad funcional. Permitiendo ver el crecimiento folicular y
comportandose como un ovario funcionalmente activo con un recuento folicular en el
estudio 3 de cuatro (a los 15 meses del reimplante) y en el estudio 4 de cinco (a los 25

meses del reimplante).

En el estudio 4 objetivamos el cambio en la vascularizacion en funcion del momento

del ciclo ovarico.

Indice de Vascularizacion (1V) 5,491 10,220
Indice de Flujo (IF) 45,069 40,574
Indice vascularizacion flujo (IVF) | 2,475 4,147
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El mayor éxito sin duda fue la recuperacion de la funcion ovarica normal y la gestacion
espontanea de la paciente, con el posterior parto y recién sano.
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Resultados

CASO 8

Paciente diagnosticada a los 32 afios de carcinoma ductal infiltrante de mama
izquierda.

Se realizd mastectomia radical modificada con vaciamiento axilar, seguida de
radioterapia y hormonoterapia.

A la paciente posteriormente se le realizd6 mastectomia profilactica contralateral por
mutacion BRCA 1+.

Estadiaje: pT1 pN (3/18) MO.
Caracteristicas de tumor:

e Carcinoma ductal infiltrante de mama izquierda. Grado IIB Luminal B. Bordes
libres.

e Receptores hormonales positivos: Receptores de Estrogenos: 100%,
Receptores de progesterona: 40%. Her2 negativo -/+++. Ki-67: 20%.

e Estudio de extension negativo.

e Se realizé extraccidon de la corteza ovarica derecha previo al inicio del
tratamiento oncoldgico.

e Mutacién BRCA 1+.

A) Antecedentes ginecolégicos previos:
e Menarquia: 13 afios. Férmula menstrual: 3/28. GO
e Tratamiento con anticonceptivos 18 meses.

e Antecedentes familiares de cancer: Abuelo paterno neoplasia de célon a los 69
afios, abuelo materno neoplasia de préstata a los 80 afios.

B) Antecedentes quirdrgicos: No

C) Tratamiento oncolégico:
Quimioterapia tras preservacion de la corteza ovarica.

El esquema fue TAC 6 ciclos. Se administr6 a la paciente Taxol (75mg/m2) +
Adriamicina (50mg/m2) + Ciclofosfamida (500mg/m2) intravenoso cada 21 dias
durante 6 ciclos.
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La paciente posteriormente recibié 25 sesiones de radioterapia por el numero de
ganglios afectos. Y tratamiento hormonal con tamoxifeno durante 5 afios.

A los 10 meses de finalizar la quimioterapia, durante el tratamiento con tamoxifeno, la
paciente recuperd las menstruaciones y se afiadié zoladex al tratamiento, finalizando
en diciembre 2016.

D) Preservacion de la corteza ovarica:

Febrero 2011

Se realizd la extraccion de corteza ovarica derecha en febrero de 2011 por
laparoscopia cuando la paciente tenia 32 afos antes del inicio del tratamiento
gonadotoxico.

E) Evolucion hormonal

Post reimplante:

FECHA ‘ 25/2/2011 14/6/2011 13/6/2014 27/3/12017 20/4/2017

FASE DEL Pre- QT Hormono- Post- Post-

CICLO tratamiento terapia hormonoterapia | hormonoterapia

FSH mUl/mi 1,6 96,9 2,6 7,7 30,8

LH Mui/ml 1,5 72,8 0,6 4,9 22,1

ESTROGENOS <10 <12 407 <5

pg/ml

HAM ng/ml 3,08 0,14 0,10 <0,10 <0,10

Pre- reimplante:

FECHA 25/2/2011 | 14/6/2011 | 11/7/2011 | 17/10/2011 | 3/2/2012 | 28/5/2012 | 6/2/2013

FASE DEL CICLO Prg- QT ar Hormopo— Hormopo- Hormqno- Hormqno-
tratamiento terapia terapia terapia terapia

FSH mUl/ml 1,6 96,9 129,7 81,7 448 32 3.2

LH Mui/ml 15 72,8 66 453 31,7

ESTROGENOS <10 5 7408 <12

pg/ml

HAM ng/ml 22 0,14 <0,10 0,40 <0,10

190



Resultados

13/6/2014 | 9/6/2015 | 19/4/2016 | 1/2/2017 | 27/2/2017 | 27/3/2017 | 20/4/2017

FASE DEL CICLO Hormopo- Hormopo- Hormopo-
terapia terapia terapia

FSH mUl/mi 2,6 28 2,7 9,8 21,9 7.7 30,8
LH Mui/ml 0,6 05 0,6 45 17,9 49 221
ESTROGENOS
pg/ml <12 <25 <25 <25 <25 40,7 <5
PROGESTERONA 021 045 045 16 1
ng/ml
HAM ng/ml 0,10 0,10 0,02 0,05 <0,10 <0,10

E) Variacion de los ciclos menstruales:

La paciente presentaba menstruaciones regulares de durancién 3 dias cada 28 dias.
Al inicio de la quimioterapia la paciente dej6 de menstruar y entré en amenorrea. A los
10 meses de haber finalizado la quimioterapia la paciente recuperé las menstruaciones
por lo que se afiadio zoladex al tratamiento.

Tras la finalizacion del tamoxifeno y el zoladex la paciente tuvé una menstruacioén a los
3 meses. Posteriormente menstruaciones irregulares hasta el momento.

F) Evaluacion ecografica de la funcion ovarica:

Se realizan dos andlisis ecograficos antes del reimplante de la corteza ovarica 3 y 4
meses después del cese del tratamiento con tamoxifeno y zoladex.

No

3 meses después de
dejar el tratamiento con 32 afos
tamoxifeno y zoladex

4 meses después de
dejar el tratamiento con
tamoxifeno y zoladex
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Estudio 1 caso 8:_3 meses después de dejar el tratamiento con tamoxifeno y
zoladex

Ovario derecho:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 0,861
Tamano cm 1,06 x 1,37
Numero de foliculos 0
Volumen foliculos ovaricos cm3 0
Indice de vascularizacion (IV) 6,714
Indice de flujo (IF) 29,411
I(?\?llzc)e de Vascularizacion flujo 1,975
Cuerpo Luteo -

Estudio 1° Estudio de la vascularizacion ovario derecho caso 8:

Ml 10

llustracion 169: Angio Power Doppler 3D: Vascularizacién volumétrica del ovario derecho..

Indice de Vascularizacion (V) 6,714
Indice de Flujo (IF) 29,411
Indice vascularizacion flujo (IVF) 1,975
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VP5546 07.03.2017 19:18:36

llustracion 170: HD Live Silueta Flujo. Vascularizacion del ovario derecho.

Valoracion volumétrica ovario derecho caso 8:

VP5546 07.03.2017 191836

llustracion 171: Modo Hdlive: Volumen ovario derecho 0,861 cm3.
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Ovario izquierdo Caso 8: 3 meses después de dejar el tratamiento con
Tamoxifeno y Zoladex.

4,42
1,8x9,9
]

0,22

2,807

24,358

0,684

Estudio del tamafio del ovario izquierdo caso 8:

llustracion 172: Tamafio ovario izquierdo 18,2 x 9,99 mm.
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Estudio de la vascularizacién ovario izquierdo caso 8:

Contoms (caparazen) - Histograma

Resultados

llustracion 174: Glass Body Angio power Doppler: Vascularizacién volumétrica del ovario izquierdo.

Indice de Vascularizacion (1V) 2,807
Indice de Flujo (IF) 24,358
Indice vascularizacion flujo (IVF) | 0,684
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Valoracion volumétrica ovario izquierdo caso 8:

VP5546 07.03.2017 19:12:17

llustracién 175: HD Live: Representacion del volumen ovario izquierdo 1,71 cm3.

VP5546 07.03.2017 19:12:17

llustracion 176: Hdlive: Represetacion de la vacularaciéon volumétrica del ovario izquierdo.

Nos permite introducirnos dentro del ovario y poder analizar con precisi
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Recuento de Foliculos antrales del ovario izquierdo caso 8:

llustracion 177: Modo SonoAVC: Recuente de 1 foliculo antral en el ovario izquirdo.

Analisis volumétrico de los foliculos antrales del ovario izquierdo:

NO

. d(Vv) dx Meand Volumen
foliculo

Estudio morfologia uterina y Endometrio:

Espesor endometrial mm 5,3
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VP5546 0703.2017  19:06:16 MI 1.0

llustracion 178: Reconstruccién uterina 3D.

Segundo estudio ecografico de caso 8: 4 meses después de dejar el tratamiento
con tamoxifeno y zoladex

Ovario derecho Caso 8:

OVARIO DERECHO

Volumen cm3 0,75
Tamano cm 1.8x

1,34
Numero de foliculos 0

Volumen foliculos ovaricos cm3 -

Indice de vascularizacion (IV) 1,224
Indice de flujo (IF) 21,708
Indice de Vascularizacion flujo

(IVF) 0,226

Cuerpo Luteo -
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Estudio 2° de la vascularizacion ovario derecho caso 8:

llustraciéon 179: Angio Power Doppler 3D: Vascularizaciéon volumétrica del ovario derecho.

Doppler.
Indice de Vascularizacion (V) 1,224
Indice de Flujo (IF) 21,708
Indice vascularizacion flujo (IVF) 0,226

Estudio 2° Valoracion volumétrica ovario derecho caso 8:

50
VPS546 2803.2017 2 L MI 09

llustracion 180: Modo Hdlive: Volumen ovario derecho 0,750 cm3.
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VP5545

llustracién 181: HDlive Silueta-Flujo: Volumen ovario derecho.

Ovario izquierdo Caso 8: 4 meses después de dejar el tratamiento

Tamoxifeno y Zoladex.

Ovario Izquierdo

28.03.2017 23:28:24

Volumen 4,42
Tamano 15,2x12
Numero de foliculos 0
Volumen foliculos ovaricos -
Indice de vascularizacion % 5100
(V)

IF INDICE DE FLUJO (IF) 28,197
Indice Vascularizacion flujo

(IVF) 1,461
Cuerpo Luteo no
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Estudio de la vascularizacién ovario izquierdo caso 8:

llustracion 182: VOCAL-angio Power Doppler: Vascularizacion volumétrica del ovario izquierdo.

Indice de Vascularizacion (1V) 5,100
Indice de Flujo (IF) 28,197

Indice vascularizacion flujo (IVF) 1,461

Estudio 2° Valoracién volumétrica ovario izquierdo caso 8:

1o U.5
Ml 0.9 4.5cm

llustracion 183: Modo Vocal: Volumen ovario izquierdo 2,12 cm3.
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VP5546 .03 51 MI 0.9

llustracion 184: Hdlive Silueta-flujo: Represetacion de la vacularacion volumétrica del ovario izquierdo.

VP5546 28,03.2017 23:51: M1 09

llustracion 185:Hd live: Reconstruccion volumétrica del ovario izquierdo.
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Estudio morfologia uterina y Endometrio:

VP5546

llustracién 187: Reconstruccion uterina 3D.
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Resultados

Tablas

Tabla 4: Resumen

Volumen Volumen
Caso  Estudio  Remplante o emill  erdo  derecho
cm3 cm3
1 10 Post-reimplante 43 61 11,72 2,55
- 2° Post-reimplante 45 88 5,36 -
2 1° Post-reimplante 43 6 10,84 -
- 2° Post-reimplante 46 50 6,22 -
3 1° Post-reimplante 35 9 1,22 1,46
4 10 Pre-reimplante 39 - 2,2 0,31
- 10 Pre-reimplante 39 - 15,02 1,94
2° Post-reimplante 40 3 16,03 0,57
n 1° Pre-reimplante 41 - 6,12 0,26
2° Post-reimplante 41 3 6,36 1,40
1° Post-reimplante 41 5 442 -
2° Post-reimplante 42 14 4.21 1,52
3° Post-reimplante 42 15 4,99 2,06
4° Post-reimplante 43 25 5,66 -
n 10 Pre-reimplante 37 - 442 0,86
2° Pre-reimplante 37 - 442 0,75
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Tabla 5: Estudio ovario izquierdo pre-reimplante

el Recuento
Caso Edac! Meses.post-_. Implante  ovarico foliculos
estudio preservacion tejido izquierdo
antrales
cm3

4 39 96 No: recidiva 2,2 2
5 39 75 Pre-reimplante 15,02 4
6 41 69 Pre-reimplante 6,12 4
8 37 73 No: pendiente 5,66 1

Tabla 6: Estudio ovario izquierdo post-reimplante

Volumen ovarico

Caso  Edad estudio I\f:isrﬁ;gﬁts: izq:,:;do Recui:tt:aflzgculos
1 43 61 11,72 5
2 46 50 6,22 3
3 35 9 1,22* 1*
5 40 3 16,03 8
6 41 3 6,86 9
! 43 2 5,66 5

*La paciente fue sometida a altas dosis de quimioterapia antes de la extraccion de la corteza ovarica.
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Tabla 7: Estudio volumétrico de la vascularizaciéon del ovario izquierdo pre-
reimplante

Volumen
Caso Edad ovarico
estudio izquierdo
cm3
4 39 22 - - - 52,6
L) 39 15,02 14,445 33,777 4,882 13
6 41 6,12 4,754 28,452 1,352 17
8 37 5,66 2,807 24,358 0,684 21

Tabla 8: Estudio volumétrico de la vascularizacion del ovario izquierdo post-
reimplante

Volumen
Edad ovarico
estudio izquierdo
cm3

Caso

1 43 172 Técnplogia no i
existente
2 46 6,22 7,912 40,640 3,215 14
Técnologia no

3 35 1,22 existente 172,8
5 40 16,03 17,258 49,280 8,505 6

6 41 6,86 3,888 40,125 0,832 6,6
7 43 5,66 5,491 45,069 2,475 1,9
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Tabla 9: Estudio de la vascularizacion del ovario izquierdo pre y post-trasplante

Volumen
Caso Edad estudio Edad  ovarico
izquierdo
cm3

5 Pre-reimplante 39 15,02 4 14,445 33,777 4,882
Post-reimplante 40 16,03 8 17,258 49,280 8,505
- Pre-reimplante 41 6,12 4 4,754 28,452 1,352
Post-reimplante 41 6,86 9 3,888 40,125 0,832

Tabla 10: Monitorizacion de la vascularizacion del ovario izquierdo post-
trasplante durante el ciclo folicular

. Volumen .
Dia ovirico Volumen Foliculo
Caso del Edad . . RFA  Foliculos | dominante
. izquierdo
ciclo cm3 cm3
cm3
0,33
2 +3 43 6,22 3 0,18 0,33 7,912 | 40,640 | 3,215
0,03
0,75
+14 46 11,77 3 0,34 0,75 13,146 | 39,148 | 5,146
0,01
0,19
0,13
7 B 5,66 5 8(13 0,19 5491 | 45,069 | 2,475
0,02
8,98
+11 43 26,45 2 304 8,98 10,220 | 40,574 | 4,147
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6. DISCUSION

La preservacion de la Fertilidad es una rama joven de la investigacion médica.

La técnica de implante ortotépico en nuestro pais fue iniciada en 2002 en Valencia. De
hecho, esta técnica fue presentada por primera vez por Sanchez-Serrano en 2003
tanto en el 1% Word Congress on Ovarian Cryopreservation & Ovarian Transplantation,
celebrado en junio en Bruselas; como en el 59" Annual Meeting of the American
Society for Reproductive Medicine, celebrado ese mismo afio en octubre en San
Antonio, Texas.

Cuatro afios después, fueron publicados los resultados a largo plazo (Sanchez 2007).
Tres afios antes, Donnez (2004) habia publicado el primer nacido vivo tras implante.

ARos después, hubo una conmocion, cuando parte de los autores de la publicacion
retiraron su autoria ante las dudas sobre el estado de la madre antes del implante. Al
parecer, la paciente habia ovulado antes del mismo. En cualquier caso, los éxitos
empezaron a sucederse.

Meirow fue el segundo en publicar un nacimiento en 2005, en el New England Journal
of Medicine, en forma de Correspondence con el titulo Pregnancy after Transplantation
of Cryopreserved Ovarian Tissue in a Patient with Ovarian Failure after Chemotherapy.

Consideramos como implante ortotopico, aquel en el que el tejido se implanta sobre la
meédula ovarica. Algunos autores consideran ortotépico todo aquel implante que se
realiza en la regién anexial, sin embargo, por las connotaciones no solo de
revascularizacion, si no también por la produccion de péptidos activos y otras
sustancias en la médula, que mejoran la funcioén folicular; creemos que solo deberia
considerarse ortotépico, el implante que se realiza sobre la médula.

Cuando hablamos de implante, nos referimos a trasplante avascular. La corteza
ovarica extraida — procesada — transportada — congelada - almacenada en nitrégeno,
ya sea liquido o en fase vapor - descongelada y transportada de nuevo; es suficiente
con situarla sobre la médula ovarica para que reanude su funcién. Légicamente esta
debe ser lo mas cuidadosa posible.

Ademas -y esto no es solo, aunque si mas, un beneficio del implante en localizacion
ortotépica- el implante puede, no sélo reanudar su propia funcién, si no que es capaz
de “activar” el ovario contralateral.

Oktay obtuvo cuatro gestaciones en una misma mujer tras un implante heterotépico.
En su primera publicacion sobre el caso sugirié la hipétesis de una posible conexién a
nivel de células madre germinales (Oktay 2006)

Ocho afios después, (Kim, 2014), aunque el titulo de su publicacion pudiera inducir a
error, apoyaba el implante heterotdpico como opcion util.
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En la experiencia de Sanchez (comunicacion personal, no publicada) el trasplante
heterotopico, efectivamente ha resultado muy util para el mantenimiento de la funcion
ovarica.

Logicamente, para obtener un embarazo y necesariamente que sea espontaneo, el
lugar del implante debe ser ortotopico. No obstante, podemos confirmar con el Caso 7
que no necesariamente el embarazo se obtiene del tejido implantado, si no de la
“activacion” del tejido que habia permanecido en la paciente. Asi, en este caso, el
implante se realizé sobre el ovario izquierdo, sin embargo, la ovulacion, que dio lugar
al nacimiento de su hija, ocurrié en el ovario derecho.

Ademas de la localizacion del implante, y por tratarse de una técnica joven, la practica
totalidad de los autores referenciados, iban descubriendo y teorizando mientras
experimentaban. Asi, todo se convertia en controvertible.

Para ilustrar esto, es un buen ejemplo el tema de la QT previa a la extraccion de tejido
ovarico. Llego a defenderse que seria beneficioso en algunos casos el extraer el tejido
ovarico tras varios ciclos de QT. Esta posicién, se basaba en que la QT, si bien
destruiria un porcentaje de foliculos primordiales, también destruiria las células
malignas que podrian haber anidado en la corteza ovarica.

Sin embargo, en general, al referirse a las indicaciones de tejido frente a embriones
(es importante remarcar que en estos afos los ovocitos no eran todavia una opcion, ya
que la congelacion lenta no proveia resultados aceptables y la vitrificacion no estaba
desarrollada a niveles de aplicacidon clinica), una de estas indicaciones era “en
aquellas mujeres que ya hayan iniciado la quimioterapia”. Posiblemente esto se
decidio en funcion del peligro estimado de realizar una estimulacion ovarica controlada
a una mujer que esté recibiendo quimioterapia.

Curiosamente, con el paso de los afos, y la introduccién de la vitrificacion de ovocitos,
parece ser que, ademas, los ovocitos obtenidos tras una quimioterapia reciente no son
de calidad. Asi, y esto es una ventaja afadida de la criopreservacion de tejido ovarico,
Escriba (2012), publicé la maduracion in vitro de ovocitos recuperados durante el
procesamiento previo a la congelacion de tejido ovarico. En este estudio, los ovocitos
recuperados de pacientes que habian recibido QT previamente no maduraron; y si lo
hicieron el resto.

Existe otra discusion estéril y trasnochada en nuestra opinién. Se trata de enfrentar la
criopreservacion de tejido ovarico con la vitrificacion de ovocitos. Ambas dos tienen
sus ventajas e inconvenientes y, lo que es mas importante y productivo, son
combinables.

En agosto de este afio 2017 cumplirdn ocho afios los gemelos nacidos tras la
combinacién de implante de tejido ovarico y vitrificacion de ovocitos (Sanchez 2010).
Estos nifios fueron los primeros gemelos nacidos en el mundo usando la técnica de
reimplante de tejido ovarico, también los primeros tras haber sufrido la madre un
cancer de mama y los primeros con la combinacién de las dos técnicas.
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Discusion

Este mismo caso, sirve para ilustrar la utilidad del implante de tejido ovarico para el
mantenimiento de la funcion hormonal (Silber 2016). La madre de los gemelos, a sus
47 afos, sigue teniendo menstruaciones regulares.

Del mismo modo La Ley fue por detras de la practica de esta técnica dado su caracter
innovador. Asi, aspectos como la obligatoriedad de que la paciente esté libre de
enfermedad en el momento del implante es discutible; como lo son otros muchos
aspectos.

Al hablar del tema en congresos especificos, siempre se decia, de forma casi
dogmatica “El reimplante se realiza una vez la paciente esta libre de enfermedad”. Sin
embargo, no es necesariamente asi. Algun oncélogo aducia que no tenia por qué dar
permiso a una paciente para recibir el implante, que ella es libre de decidir.

La preservacion de la corteza ovarica, en pacientes diagnosticadas de cancer, seguida
de reimplante sigue considerandose, hoy en dia, como una estrategia experimental.

Sin embargo, esto no es asi en todo el mundo. El reimplante de tejido ovarico en
pacientes empezé a realizarse en varios paises de forma practicamente simultanea.
Bélgica, Israel, Dinamarca y Espafia.

En Israel, el profesor Meirow, en 2015 acudié con sus resultados al Ministerio de
Sanidad y solicitd que dejara de ser una técnica experimental. Ante los resultados, las
autoridades sanitarias la aprobaron como practica clinica.

Del mismo modo el profesor Oktay recientemente ha sugerido esto mismo en Estados
Unidos.

Centrandonos en los resultados del implante de tejido ovarico, ocurren varios hechos
susceptibles de discusion:

El tiempo que transcurre entre el implante y la reanudacion de la funcién ovarica es
muy variable y dificil de correlacionar con factores concretos.

Otros factores, como podrian ser la edad, el tamafio de la/s pieza/s implantadals, la
enfermedad de base u otros; no se correlacionan con el tiempo que transcurre hasta
que el ovario vuelve a funcionar. Es mas, tampoco se correlacionan de una forma clara
con el tiempo que dura la funcién ovarica ni con los resultados reproductivos.

Ademas, curiosamente, las determinaciones hormonales en general y de HAM en
particular, no tienen la capacidad predictiva en mujeres que han sido sometidas a
implante de tejido ovarico, como si la tienen fuera de este contexto. Asi, a pesar del
descenso de los niveles HAM. el trasplante de la corteza ovarica es capaz de
mantener la funcién ovarica durante un largo periodo de tiempo. (Silber 2016).

Esto ultimo hace necesario mejorar el “diagndstico reproductivo” de estas pacientes;
en las que, mucho mas que cualquier mujer que no haya sufrido un cancer, se
convierte en esencial.

Aqui es donde entra de forma trascendente la ecografia.
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7. CONCLUSIONES

1. Con todas las tecnologias ecograficas que hemos empleado y que
nada tienen que ver con las ecografias transvaginales hoy en uso, hemos
demostrado claramente que si es posible controlar, no solo el volumen si
no el recuento de foliculos antrales en corteza trasplantada.

De los ocho casos estudiados, se observa un aumento del volumen
ovarico izquierdo (ovario receptor del implante) en los dos casos con
estudio pre y post-reimplante (casos cinco y seis, tabla 4).

Igualmente, se concluye que la diferencia entre el volumen del ovario
receptor y del dador (el derecho) si son distintos. Siendo mayor el ovario
que recibe (tabla 4).

2. Los modos inverso, AVC, VOCAL, HD Live, Silueta y nicho nos han
permitido conocer hoy el recuento de foliculos antrales existentes, en
tejidos pre y post trasplante.

Hemos comprobado que cuando las pacientes no reciben el reimplante,
el recuento de foliculos astrales es mas bajo, que si se comparan con las
pacientes que lo reciben (tablas 5-6).

La administracion de quimioterapia previa a la extraccion puede
comprometer la viabilidad del tejido preservado (caso 3).

Recibir el reimplante incrementa el numero de foliculos antrales (tabla 6).
Ademas, es capaz de rescatar foliculos del ovario contralateral (caso 6 y
7).

3. Los estudios ecograficos vaginales, combinados con las
determinaciones hormonales, nos han mostrado que la corteza
trasplantada, recupera la funcion hormonal y la vascularizaciéon ovarica
total y folicular.

Los valores de la FSH (tablas 2 y 3) vuelven a valores normales, excepto
si la paciente recibié quimiterapia antes de la preservacion de la corteza
(caso3).
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El reimplante se acompafia de un evidente aumento de los indices de
flujo (tablas 4 y 5).

4. En relacion a la vascularizacion ovarica, técnica que no hemos visto
realizada en la literatura mundial, observamos que los indices de flujo en
los casos estudiados pre y post-reimplante, muestran como estos
aumentan y lo hacen de forma paralela al incremento del volumen
ovarico y del recuento de foliculos antrales (tabla 9).

5. Al analizar, si el trasplante fue capaz de alterar la foliculogénesis,
estudiando dos momentos del ciclo (fase proliferativa inicial y pre-
ovulatoria) hemos observado, que el crecimiento folicular dominante y los
indices de vascularizacion y de vascularizacion/flujo incrementaron,
como si fuesen ovarios no trasplantados.

6. De los ocho casos, dos no fueron trasplantadas (un caso por recidiva
de la neoplasia y otro caso por estar pendiente de reimplante).

El caso 3 fue tratado con quimioterapia previamente a la extraccion de la
corteza. No hubo aumento de volumen ovarico ni de foliculos antrales ni
de vascularizacién, ni gestacion.

De los cinco casos restantes, dos quedaron gestante (20%), una de
forma espontanea (caso 7) y otra (caso 1) tras induccion de la ovulacion.
Este ultimo un embarazo gemelar primero de Espafia con esta
tecnologia, y uno de los primeros del mundo.

Concluimos que el reimplante de corteza ovarica, es una opcion
valida para conservar la funcién ovarica y consecuentemente la
fertilidad, en mujeres que van a ser sometidas a tratamientos por
neoplasias malignas, especialmente mujeres muy jévenes.
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Abreviaturas

8. ABREVIATURAS

AA: Agentes Alquilantes

ACO: Anticonceptivos orales

aGnRH: Analogos de la hormona liberadora de gonadotrofinas
ASRM: American Society for Reproductive Medicine

BEACOPP: Bleomicina + Etopoésido + Doxorrubicina + Ciclofosfamida + Vincristina +
Procarbacina + Prednisona

BMO: Biopsia de Médula Osea

BTCV: Banco de Tejidos de la Comunidad Valenciana
CCO: Criopreservacion Corteza Ovarica
CFM: Ciclofosfamida

E2: Estradiol

EH: Enfermedad Hodgkin

EOC: Estimulacion ovarica controlada
FEC: Fluorouracil +Epirrubicina +Ciclofosfamida. T: Plaquitaxel
FOP: Fallo ovarico precoz

FP: Foliculos Primordiales

MIV: Maduracion in vitro

FSH: Hormona Foliculoestimulante
HAM: Hormona antimulleriana

HD Live: Alta definicién en vivo.

LH: Hormona Luteotropa

MP: Menopausia Prematura

MRD: Enfermedad residual minima

PF: Preservacion de Fertilidad

PG: Progesterona

QT: Quimioterapia

RC: Remisiéon completa
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RFA: Recuento de foliculos antrales

RT: Radioterapia

Sono AVC: Recuento de volumen automatizado general con sonografia

TAC: Plaquitaxel + Adriamicina + Ciclofosfamida. AC: Adriamicina + Ciclofosfamida
TMX: Tamoxifeno. aGnRH: Analogo de la hormona liberadora de gonadotrofinas
TRA: Técnicas de Reproduccion Asistida

TUI: imagen tomografica ultrasonica

VOCAL: Virtual Organ Computer—Aided analLysis
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