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RESUMEN

El incremento del uso de la criopreservacién de ovocitos empieza después de la
introduccion de la técnica de vitrificacion y el nacimiento del primer bebe logrado
con este método en 1999. Usando esta poderosa herramienta, los cientificos han
ayudado a las mujeres a criopreservar sus gametos ya sea a través de la vitrificacion
de ovocitos o de corteza ovarica. Durante una década, fuertes avances en la
tecnologia de la vitrificacion han mejorado la eficiencia clinica y sus resultados. Con
estos avances se ha reducido la dependencia de la habilidad del operador y se ha
elevado la tasa de éxito a niveles altos y homogéneos. Como resultado, la vitrificacién
se ha vuelto confiable y la tendencia actual estd mostrando un incremento definitivo
en su uso en comparacion de la congelacién lenta. El nuevo y avanzado método
conocido como ‘Método Cryotech’ asegura que se logre 100% de viabilidad en
ovocitos y embriones en cualquier estadio. La técnica se establece para asegurar y
definir cambios en la técnica de criopreservacion en el mundo entero. Debido al gran
efecto emocional que causa el diagnostico de cancer y la necesidad de su inmediato
tratamiento, los potenciales efectos gonadotéxicos del cancer o de este tratamiento
no son normalmente discutidos a la hora del diagnoéstico. La preservacion de la
fertilidad es un reciente esfuerzo y muchos pacientes con cancer y trabajadores
de salud no estan familiarizados con el desarrollo rapido que ha tenido tanto en
la parte de investigacion como en la implementacién en la practica clinica. Se han
establecido algunas técnicas de preservacién de fertilidad como la vitrificaciéon de
ovocitos y otros como vitrificaciéon de corteza ovarica que ha sido validada en los
Ultimos 5 afios con nifios saludables nacidos sin tratamiento de fertilidad, incluso
cuando aun siguen considerandose casos experimentales. Combinando todos los
conocimientos que ahora tenemos sobre vitrificacién de ovocitos y corteza ovarica
con la estimulacién hormonal del ovario incluso en la fase lutea y la efectividad del
proceso de la reproduccién asistida, podemos afirmar que es posible preservar
vidas reproductivas de pacientes con cancer incluso en pacientes pediatricos.
Palabras clave. Ovocitos, vitrificacion; Cancer en la mujer; Preservacién de la
fertilidad.

ABSTRACT

The increase in the use of oocyte cryopreservation occurred after the introduction
of the vitrification technique and the birth of the first baby with this method in
1999. Using this powerful tool, scientists have helped women to cryopreserve their
gametes by oocyte or ovarian cortex vitrification. For a decade, important advances
in vitrification technology have improved clinical efficiency and results. This progress
has reduced the dependence on the operator skill and has increased the success
rate to high and homogeneous levels. As a result, vitrification has become reliable
and the current trend shows a definite increase in its use compared to slow freezing.
The new and advanced method known as “Cryotech method” ensures achievement
of 100% viability in oocytes and embryos at any stage. The technique is set to
make definite changes in the procedure of cryopreservation in the whole world.
Due to the great emotional effect caused by cancer diagnosis and the need for
immediate treatment, the potential gonadotoxic effects of cancer or its treatment
are not normally discussed at the time of diagnosis. Fertility preservation is a
recent effort, and many cancer patients and health workers are not familiar with its
rapid development on research and on implementation in clinical practice. Some
techniques of fertility preservation as oocyte or ovarian cortex vitrification have been
validated in the past 5 years with healthy children born without fertility treatment,
even when these continue to be experimental cases. Combining all the knowledge
we now have on oocytes and ovarian cortex vitrification with hormonal stimulation
of the ovary even in the luteal phase and the effectiveness of the process of assisted
reproduction, we can say that it is possible to preserve reproductive lives of patients
with cancer even in pediatric patients.

Keywords: Oocytes, vitrification, criopreservation; Cancer in women; Fertility
preservation.
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INTRODUCCION

El incremento del uso de la criopreservacion de
ovocitos empieza después de la introduccion de
la vitrificacién y el nacimiento del primer bebe
logrado con este método en 1999. EI método
de vitrificacién de ovocitos parece volverse mas
empleado debido a que en el 2003 los comités
de practicas clinicas de la Sociedad Americana
de Medicina Reproductiva (ASRM) y la Sociedad
para la Tecnologia de Reproduccién Asistida re-
movieron su clasificacion como un procedimien-
to experimental™.

Si miramos desde una perspectiva de tecnolo-
gia de reproduccion asistida, es facil de ver que
el primer gran paso fue la fertilizacion in vitro,
el segundo gran paso fue la inyeccion Intracito-
plasmatica del espermatozoide (ICSI), y sin duda
el tercero es la vitrificacién de ovocitos y embrio-
nes, obteniendo tasas de sobrevivencia hasta
del 100%.

Al usar esta poderosa herramienta en las ulti-
mas décadas, los cientificos han ayudado a las
mujeres a criopreservar sus gametos a través
de vitrificacion de ovocitos e incluso de corteza
ovarica. La ventaja de esta técnica ofrece una
esperanza a las pacientes con cancer que se ven
enfrentadas con el riesgo de la toxicidad iatro-
génica a nivel de las gonadas (ovarios) que pue-
de producir el tratamiento contra el cancer (por
ejemplo, la quimioterapia) o a la mujer con pre-
disposicion a insuficiencia ovérica primaria.

Este nuevo procedimiento de vitrificacién permi-
te ala mujer posponer la maternidad, previnien-
do la disminucion de fertilidad por factores de
edad. Hoy en dia muchas mujeres sanas estan
posponiendo el embarazo a una mayor edad y
el uso de las técnicas de criopreservacion estan
aumentando para salvaguardar la oportunidad
de que puedan tener éxito reproductivo en un
futuro®@.

En las técnicas de reproduccién asistida es in-
negable que la criopreservacion de embriones
y ovocitos humanos ha sido significativamente
mejorada por la técnica de vitrificacion. El siste-
ma de congelacién lenta resulta anticuado de-
bido al hecho que tienen enormes desventajas
cuando es comparada con la vitrificacion; por
ejemplo, el requerimiento de una costosa crio
maquina programada que usualmente toma ho-
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ras para terminar un procedimiento y un costo
muy elevado de mantenimiento. Por otro lado, la
vitrificacion tiene mas flexibilidad, puede ser eje-
cutada en cualquier estadio de desarrollo em-
brionario, con un pequefio o casi nulo miedo de
malos resultados. Esta técnica tiene resultados
consistentes y un aproximado de 100% de tasa
de sobrevivencia post descongelacién. Ademas,
en el sistema de congelacion lenta es muy dificil
eliminar el dafio celular debido a la formacién de
cristales de hielo, y la viabilidad post descongela-
cion ha sido reportada de estar alrededor de 40
a 60%. Los estudios han documentado la supe-
rioridad de la vitrificacion sobre la congelacion
lenta en la consistencia de la expresion genética
en ovocitos y embriones de humanos y animales
logrados por vitrificaciont#).

PROTOCOLOS DE VITRIFICACION

Los protocolos de vitrificacion varian amplia-
mente y su practica ha sido dependiente de las
habilidades del operador, contando con una
amplia diferencia en las tasas de éxito entre
embridlogos. Ningun protocolo cumple para
todas los tipos de especies y la vulnerabilidad
de dafio criogénico diferente para cada espe-
cie sigue siendo un mayor obstaculo. Como
resultado, las combinaciones para la férmula
del proceso de vitrificacion proliferan amplia-
mente, algunos basados en investigaciones mi-
nuciosas, otros basados en férmulas caseras.
Ademas, la cantidad de agentes crioprotectores
(CPA) para congelar y descongelar tienen cier-
tos limites de tolerancia y diferentes protocolos
requieren ser ejecutados en segundos. En esta
fase es muy necesaria una minuciosa atencion
en los detalles y manos expertas son indispen-
sables; un excelente protocolo puede resultar
comprometido en las manos de personal no ca-
pacitado. Desde que mas clinicas parecen tener
pequefias cantidades de pacientes, la experien-
Cia y pericia para el empleo de estas técnicas
tiende a crecer lenta y errticamente. Estas
dificultades se han superado con la nueva téc-
nica de vitrificacion.

A pesar de estas experiencias -los resultados de
vitrificaciéon en términos de sobrevivencia, em-
barazo y tasa de implantacion han sido destaca-
dos-, mas investigaciones y avances fueron soli-
citados y logrados rapidamente con tecnologia
para superar los obstaculos que los embriélogos
fueron enfrentando.
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Durante una década se han dado severos avan-
ces en la tecnologia de vitrificacién, mejorando
la eficiencia clinica y la tasa de éxito; se ha re-
ducido la dependencia de las habilidades del
operador y se ha elevado la tasa de éxito a un
mayor nivel con resultados mas homogéneos.
Como resultado, la vitrificacion se ha vuelto mas
confiable y la tendencia muestra un incremento
definitivo sobre la congelacion lenta.

Incluso para un embridlogo con experiencia,
aprender la técnica desde un libro de protocolos
no es facil. Para lograr resultados excelentes, el
laboratorio necesita instrucciones sobre puntos
criticos durante la vitrificacién y entender qué
esta haciendo en cada paso.

Hay muchos sistemas de vitrificaciéon dispo-
nibles, pero solo el método del Dr. Kuwuyama
conquisté el mundo. Las razones son multiples,
pero la mas importante fue el hecho que la téc-
nica es efectiva, su rendimiento es consistente y
sus resultados han sido facilmente reproducidos
en los laboratorios en diferentes paises, no solo
por nuestra alta experiencia sino también por
la habilidad en las manos de cada personal de
laboratorio. El nuevo y avanzado ‘método Cryo-
tech’, el cual asegura un éxito de hasta 100% de
viabilidad en ovocitos y embriones en cualquier
estadio, ha sido establecido para segura y defi-
nitivamente cambiar la técnica de criopreserva-
cion en el mundo entero.

EL MEJOR PROTOCOLO

Hoy en dia hay muchas maneras de llevar a cabo
la vitrificacion, con diferentes soluciones y resul-
tados variables, algunos de ellos con alta tasa de
sobrevivencia. En la literatura cualquiera puede
encontrar un método con un rango entre 40% y
90% de sobrevivencia, y para algunos embriolo-
gos tener un 90% de sobrevivencia es suficiente.

Frente a esta realidad es muy interesante sefia-
lar cudles son los ovocitos destinados a morir
con un procedimiento que presenta un 90% de
sobrevivencia. Definitivamente, la respuesta a
esta pregunta es muy simple: seran los mas sen-
sibles, los débiles o los fragiles. Asi que la pre-
gunta obvia es entonces: ;qué tipo de ovocitos
tiene una paciente con cancer? Estas pacientes
tienen ovocitos sensibles, débiles o fragiles, asi
que esa tasa de éxito del 90% de sobrevivencia
que se muestra en ovocitos normales se reduce

cerca al 0% para pacientes con cancer. Esa es la
razén por la cual un protocolo que obtenga 90%
de sobrevivencia no es suficiente, necesitamos
un 100% para resguardar todos los ovocitos de
este tipo de pacientes. Lo mismo aplica para
ovocitos de una mujer mayor a 38 afios. Esta es
la razén por la cual se necesita el mejor proto-
colo.

El nuevo método de vitrificacion alcanza la ulti-
ma meta: 100% de ovocitos vivos y embriones en
cualquier estadio de desarrollo asi como blasto-
cistos logrados al finalizar el desarrollo embrio-
nario in vitro. Basado en la evidencia de cientos
de centros de reproduccion asistida en todo el
mundo y una garantia de 100% de sobreviven-
Cia, nosotros sefialamos que el mejor protocolo
de hoy en dia es el método Cryotech.

El punto clave de este método de vitrificacion es
enfocar el tiempo de exposicion y la reaccion del
ovocito o embrion a ser detectado por los ojos
del embridlogo, en lugar del tiempo absoluto
que toma el proceso.

Como una breve descripcion de la técnica, los
ovocitos o embriones son equilibrados a tem-
peratura ambiente en la solucién que provee
el kit; esta solucién contiene etilenglicol (EG) y
dimetilsulféxido (DMSO) en medio minimo esen-
cial (MEM) con hidroxipropilcelulosa (HPC) y sin
suplemento proteico. Los ovocitos o embriones
se contraen y luego regresan a su morfologia
normal. Este proceso toma de 7 a 15 minutos,
dependiendo de la calidad de cada ovocito o
embrién. Luego, los ovocitos o embriones son
trasladados a la solucién de vitrificacion que
contiene EG + DMSO y trehalosa en MEM + HPC
a temperatura ambiente, hasta que el ovocito
0 embridn se encoja severamente y se sumerja
en el medio de vitrificacion. Los ovocitos o em-
briones son luego cargados individualmente con
una pipeta de vidrio en la parte superior de la
pajilla con una cantidad minima de medio del
kit y la muestra es rapidamente sumergida en el
nitrégeno liquido; posteriormente se cubre una
tapa protectora. El tiempo entre la inmersion en
la solucién de vitrificacién y la inmersién en el
nitrégeno liquido es de 60 a 90 segundos. Parala
desvitrificacién, la pajilla es sumergida directa-
mente en la solucion de desvitrificacion (MEM+
trehalosa + HPC), a 37° grados centigrados por
1 minuto; luego, los ovocitos o embriones son
incubados por 3 minutos en la solucion diluen-
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te del kit (MEM+ trehalosa + HPC) y finalmente
lavados dos veces por 5 minutos en solucién de
lavado (MEM +HPC)®,

Con este protocolo, el 100 % de éxito en viabi-
lidad después de descongelar es garantizado
en ovocitos y en cada estadio de desarrollo del
embrion. Sin embargo para lograr tal éxito se
requiere un entrenador durante los primeros
intentos.

Una potencial alternativa en el manejo de pa-
cientes de baja respuesta, es crear un stock de
ovocitos mediante la acumulacién de ovocitos
vitrificados en metafase 2 durante varios ciclos
de estimulacion, para luego fertilizarlos todos al
mismo tiempo. Tedricamente, esto podria ayu-
dar a incrementar las oportunidades de éxito al
conferir a las pacientes un estado similar al de
una ‘normo respondedora’. El empleo de la acu-
mulacion de ovocitos (banking de ovocitos) se ha
elevado recientemente gracias a la disponibili-
dad de las técnicas de vitrificacion®, con tasas
de éxito igual a las obtenidas con ovocitos fres-
cos". A pesar que los protocolos de congelacion
lenta han mejorado durante el tiempo, la eficien-
cia de la vitrificacion para la criopreservacion de
ovocitos ha demostrado ser mas alta, como se
ha mostrado en recientes metaanalisis™.

EL EFECTO DEL TRATAMIENTO DE CANCER EN EL
OVARIO

La preservacion de la fertilidad puede tener una
parte esencial en la medicina reproductiva por
3 razones. Primero, la preservacion de la fertili-
dad es la Unica opcion para pacientes con cancer
que desean conservar su fertilidad. Los avances
en los diagnosticos tempranos y sus nuevos tra-
tamientos han disminuido la tasa de muerte de
mujeres jévenes con cancer (pacientes entre 20
y 39 afios). Por ejemplo, la mortalidad por cancer
ha disminuido entre 1y 8 % por afio en hombres
y 1 a 4% en mujeres en los Estados Unidos, entre
2006y 201002,

A pesar de los picos en la incidencia del cancer
después de los 50 afios, miles de mujeres en
edad reproductiva y mujeres en general son
diagnosticadas con cancer cada afio. La reduc-
cion de mortalidad asociada al cancer es el obje-
tivo principal de las instituciones médicas, pero
la calidad de vida en la creciente poblacién de
mujeres jovenes que han tenido cancer también
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merece atencion. Debido al incremento en la
tasa de sobrevivencia al cancer, ha crecido el in-
terés en la prevencion de la pérdida del estado
reproductivo en mujeres jovenes quienes han
tenido cancer; esta pérdida de fertilidad viene a
ser generada por el mismo cancer o por su trata-
miento con drogas gonadotdxicas’.

Las mujeres que han tenido cancer tienen in-
cremento de riesgo de padecer menopausia
temprana e insuficiencia ovarica primaria como
resultado de una reduccion de los foliculos ovari-
cos, fibrosis del estromay dafio vascular luego de
la quimioterapia y radioterapia®. La menopau-
sia temprana tiene un efecto negativo en la cali-
dad de vida"® y esta asociada a osteoporosis!'®,
enfermedades cardiovasculares‘” y desérdenes
psicosociales como la depresion™. Incluso las
mujeres que sobreviven y mantienen la funcién
ovarica durante el tratamiento contra el cancer
deberan enfrentar un periodo corto de fertili-
dad®. El grado de dafio al ovario dependera del
tipo y dosis de quimioterapia®®?, el esquema de
fraccionamiento, el campo de irradiaciéon®’y la
reserva ovarica después del tratamiento.

PRESERVACION DE LA FERTILIDAD EN PACIENTES
CON CANCER

Cuando una paciente en edad reproductiva es
diagnosticada con cancer, todos los eventos se van
a precipitar, dejando a la paciente sin opciones a
tomar. El oncoélogo solo le mostrara un papel para
firmar el consentimiento para aplicar el tratamien-
to. En general este tratamiento incluye una parcial
o total pérdida de su futuro potencial de fertilidad.

Debido al gran efecto emocional del diagnosti-
co del cancery la inmediata concentracién en el
tratamiento, el efecto gonadotdxico potencial
del cancer o su tratamiento no son discutidos en
el momento del diagnostico. La preservacion de
fertilidad es un reciente esfuerzo y muchos pa-
cientes con cancer y trabajadores al cuidado de
la salud no estan familiarizados con el desarrollo
avanzado de las investigaciones sobre la preser-
vacion de fertilidad y su aplicacion en la practica
clinica. Algunas técnicas de preservacion de fer-
tilidad como la vitrificacién de ovocitos ya se han
establecido como procedimiento clinico y otros
como la vitrificacion y posterior trasplante de
corteza ovarica han sido validados en los ultimos
5 afios con nifios saludables nacidos sin trata-
miento de fertilidad; incluso asi estos casos aun
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son considerados experimentales. Un estimado
de 50 a 80% de mujeres jévenes diagnosticadas
con cancer no se les estaria dando un asesora-
miento sobre la preservacion de fertilidad antes
de empezar el tratamiento del cancert223),

Dos de cada cincuenta mujeres en edad repro-
ductiva son afortunadamente sobrevivientes
del cancer debido a la alta eficiencia de los on-
cblogos y el tratamiento oncolodgico; usualmen-
te, estos oncdlogos empiezan el tratamiento lo
mas pronto posible. Cuando un médico encuen-
tra un exceso de azucar en sangre, él obliga al
paciente a visitar un oftalmoélogo porque sus
ojos pueden verse comprometidos. De la misma
manera, un oncoélogo deberia obligar al paciente
con sospecha oncolégica a visitar un centro de
reproduccion para preservar su fertilidad en ese
momento.

¢Qué puede hacer el centro de medicina repro-
ductiva por la preservacion de fertilidad solo
unos dias antes del tratamiento oncoldgico?

Ellos pueden obtener corteza ovarica y ovocitos
para preservar su fertilidad, combinando las téc-
nicas que conocemos:

1. &QUE ES MEJOR? "VITRIFICACION DE CORTE-
ZA OVARICA Y RECUPERACION DE OVOCITOS'
0 'RECUPERACION DE OVOCITOS Y VITRIFICA-
CION DE CORTEZA OVARICA'?

La combinacion de la remocion parcial de la
corteza ovarica para criopreservacion segui-
do por la estimulacién ovarica y criopreserva-
cion de ovocitos puede mejorar la eficacia de
la preservacion de la fertilidad sin generar una
demora en el tratamiento oncologico. Empezar
con la remocién parcial de la corteza ovarica no
afecta sustancialmente el ndmero promedio y
la calidad de ovocitos recuperados después de
la estimulacion ovarica®. Huober-Zeeb y cola-
boradores observaron esto en un grupo de 12
pacientes con estimulacién ovarica iniciada 1 a
3 dias después de laremocion de la corteza com-
parado con 28 pacientes con estimulacién ovari-
ca sin remocion de corteza; no hubo diferencia
en el valor de ovocitos aspirados por paciente y
tasa de fertilizaciéon de estos ovocitos. Ellos ob-
tuvieron una buena calidad de corteza ovarica
sin complicaciones y sin efectos secundarios, lo-
grando una doble eficiencia en el programa de
preservacion de fertilidad.

2. ¢Es EFICIENTE LA ESTIMULACION OVARICA
ANTES DE LA QUIMIOTERAPIAP

Si. La estimulacién ovarica y criopreservacion
de ovocitos fertilizados antes de la terapia on-
coldgica es la mejor y mas eficiente técnica de
preservacion de fertilidad y deberia ser siempre
considerada antes de la quimioterapia. Lawrenz
y colaboradores® observaron dentro de un cor-
to tiempo que entre 8,6 (18 a 25 afios) y 5,1 (36
a 40 afios) ovocitos fertilizados pueden ser vitri-
ficados, u ovocitos no fertilizados en el caso de
mujeres solteras.

3. (J_SE PUEDEN OBTENER OVOCITOS EN UN
PERIODO DE DOS SEMANAS INDEPENDIENTE-
MENTE DEL CICLO MENSTRUAL?

Si, se pudo obtener ovocitos con total éxito
usando antagonistas de GnRH. La estimulacion
ovarica para criopreservar ovocitos para pacien-
tes con cancer puede empezar en la fase luteal,
dando el mismo resultado en ovocitos aspira-
dos, ovocitos viables y tasa de fertilizacion®).

Entonces considerando todos estos conceptos
juntos y para estimular la imaginacion del lector,
solo como un ejemplo, podemos proponer una
programacion del tratamiento la cual nos dara
suficiente tiempo para obtener corteza ovarica
y aspirar ovocitos dentro de 11 dias, sin ningun
riesgo o retraso:

En el dia 0, se realiza la laparoscopia para obte-
ner corteza ovarica; luego empieza la estimula-
cion ovarica, incluso si la paciente esta en fase
[Utea, terminando en 11 dias con la aspiracion de
los ovocitos. La quimioterapia puede empezar
en el dia 12 y nosotros tendriamos corteza ovari-
ca y ovocitos maduros para asegurar su futuro
éxito reproductivo.

PROGRAMACION MULTITECNICA PARA PRESERVAR LA FERTILIDAD

Estimulacion Agonista de GnRH de depdsito
en fase lutea
Antagonista
|:| |:| |:| de GnRH

Cancer de mama+
Inhibidores de aromatasa d|’$1

de hCG

Quimioterapia

Triptorelina
Aspiracion
de ovocitos

Tejido
ovarico
: 1

y
dia0 dia12

Y
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Se debe notar que en pacientes pediatricos con
ausencia de ciclo menstrual, la Unica forma es la
vitrificacion de corteza ovarica, y esta es una ex-
celente eleccion debido a la gran reserva ovarica
y Optimo pronostico para sus vidas reproducti-
vas. Usualmente estos tipos de pacientes son los
mas descuidados por los oncélogos, sobretodo
en temas de reproduccion.
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