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V. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la funcidon endocrina y reproductiva
de conejas tubo-ovariectomizadas con alotrasplante tubo-ovarico ortotopico como
“unidad anatomo-funcional”, empleando una técnica de microcirugia vascular.

Se utilizaron 55 conejas Nueva Zelanda Blancas (NZB), no consanguineas
y 6 machos de fertilidad probada. Las conejas se dividieron en 5 grupos
experimentales: El grupo A (n=20) donadoras, se les efectud salpingooforectomia
derecha, que fue el aloinjerto donado, seguida de histerectomia mas
salpingooforectomia izquierda y eutanasia. El grupo 1 (n=10) Control sin la
administracion de ciclosporina (CsA), a las que se les realiz6 salpingooforectomia
izquierda (SOI). El grupo 2 (n=10) alotrasplante sin la administracion de CsA, se
les efectud salpingooforectomia bilateral (SOB), seguida de alotrasplante tubo-
ovarico derecho, ortotépico. El grupo 3 (n=10) Alotrasplante con la administracion
de CsA, se les realiz0 salpingooforectomia bilateral, seguida de alotrasplante
tubo-ovéarico derecho, ortotépico. A las conejas se les administr6 CsA 10
mg/kg/dia durante los primeros 21 dias, para continuar con 5 mg/Kg/dia durante
el resto del estudio. El grupo 4 (n=5) Control con la administracion de CsA, a las
que se les realiz6 salpingooforectomia izquierda y se les administré CsA, con el
mismo esquema que al grupo 3.

Durante el estudio se determinaron los siguientes parametros:
permeabilidad de la anastomosis tubaria y vascular; niveles séricos de estradiol
(E2), progesterona (P4), hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH); fertilidad, nimero de crias por camada, grado de adherencias,

estudio histopatologico de uteros, trompa de Falopio y ovario.
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Los resultados mostraron que hubo permeabilidad inmediata de las
anastomosis tubarias en el 100% de los casos y una permeabilidad tardia en el 15%.
La permeabilidad inmediata de las anastomosis vasculares fue del 92.5% mientras
que la tardia fue del 16.6%.

Se determinaron los niveles séricos de E2, P4, FSH y LH al inicio del
experimento (basal), a la 23, 62 y 102 semanas después de la cirugia. Los resultados
en los grupos 1, 3 y 4, mostraron un incremento significativo en los niveles séricos de
E2, P4, en la 62 semana, que correspondieron a la segunda semana de gestacion,
comparados con los niveles de las hormonas del grupo 2 (p< 0.05). En el grupo 2,
hubo un incremento significativo en los niveles séricos de LH y FSH en la semana 10,
comparado con los niveles de LH y FSH de los grupos 1, 3y 4 (p < 0.05).

En el grupo 1, control, sin la administracion de CsA, el 87.5% de las conejas
quedaron gestantes. En el grupo 4, control, con la administracion de CsA, todas las
conejas, quedaron gestantes. En el grupo 2, de alotrasplante sin la administracion de
CsA, todas las conejas, presentaron rechazo al aloinjerto y ninguna coneja quedo
gestante. En el grupo 3, de alotrasplante con la administracion de CsA, tres conejas
(37.5%) no presentaron rechazo, solamente una coneja resultd gestante, lo que
correspondio al 12.5% de los animales, y en dos conejas mas se restablecié la funcion
endocrina (37.5%).

Se puede concluir que el alotrasplante tubo-ovarico como "unidad anatomo-
funcional”, con la administracion de CsA, restablecio la funcién endocrina en el 37.5%

de los casos y en el 12.5% restablecid la fertilidad.
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V. ABSTRACT
The aim of this study was to re-establish the endocrine and reproductive function
in tubal-ovariectomized rabbits using orthotopic tubal-ovary allotransplants as the

“anatomical-functional unit” with a vascular microsurgical technique.

Fifty-five White New Zeland, non-consanguineous rabbits and 6 confirmed-fertile
males were used. The rabbits were divided into 5 experimental groups: group A
(n=20) was comprised by donors submitted to right salpingo-oophorectomy which
served as the donated allo-graft followed by hysterectomy plus left salpingo-
oophorectomy and euthanasia. To control group 1 (n=10) no cyclosporin (CsA)
was administered and was submitted to left salpingo-oophorectomy (SOI). Group
2 (n=10) was the allotransplant group and did not receive CsA. They were
submitted to bilateral salpingo-oophorectomy, followed by orthotopic right tubal-

ovarian allotransplant.

10 mg/kg/day of CsA was administered to rabbits for the first 21 days, and 5
mg/kg/day for the rest of the study. Control group 4 (n=5) received CsA just as

group 3 and were submitted to left salpingo-oophorectomy.

During the study the following parameters were measured: permeability of the
tubal and vascular anastomosis, estradiol (E;), progesterone (P,), follicle-
stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH), number of babies per
litter, degree of adherences, histopathological study of the uteri, Fallopian tubes

and ovaries.
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The results showed that there was immediate permeability of the tubal
anastomosis in 100% of the cases and a late permeability of 15%. Immediate
permeability of the vascular anastomosis was 92.5%, while late permeability was

16.6%.

Serum E,, P4, FSH and LH levels were measured at the start of the study
(baseline), during the second, sixth and tenth week after surgery. Groups 1, 3 and
4 showed a significant increase in serum E, and P4 levels corresponding to the
second week of gestation, compared to the group 2 hormone levels (p < 0.05).
Group 2 showed a significant increase in serum LH and FSH levels during week

10, compared to the serum LH and FSH levels of groups 1, 3 and 4 (p < 0.05).

In group 1 (control group) 87.5% of the rabbits were gestating. With the
administration of CsA, all of the rabbits in group 4 (control) became pregnant. In
group 2, provided the allotransplant without the administration of CsA, all of the
rabbits rejected the allotransplant and none became pregnant. In group 3,
provided the allotransplant and CsA, three rabbits (37.5%) did not reject the
allotransplant, one rabbit became pregnant corresponding to 12.5 % of the

animals and in two rabbits the endocrine function was re-established (37.5%).

It can be concluded that the tubal-ovarian allotransplant as an “anatomical-
functional unit”, together with the administration of CsA, re-establishes endocrine
function in 37.5% of the cases, while in 12.5% of the cases, fertility was re-

established.
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1. INTRODUCCION.
TRASPLANTE DE ORGANOS.

El trasplante de 6rganos, como alternativa terapéutica de sustitucion de un
organo que ha perdido su funcién, constituye, sin duda, uno de los avances
cientificos médicos mas importante del siglo XX. Realizar los trasplantes de
organos con éxito es el resultado de un enorme y continuo esfuerzo de todas las
especialidades de la Medicina, las mas de las veces contra infinidad de
obstaculos de indole médico, cientifico, legal y ético (1-4). En 1954, Murray y cols.
realizaron el primer trasplante exitoso de rifién y desde entonces se han realizado
mas de 500,000 trasplantes de 6rganos sélidos (1,4). El trasplante de érganos
como tratamiento sustitutivo de la funcion organica es ya una realidad clinica y no
solamente experimental. En trasplante de 6rganos se han logrado considerables
avances en los ultimos 25 afios, actualmente es posible ofrecer como alternativa
terapéutica, trasplantes de rifidn, pancreas, pancreas-riiidn, higado, higado-rifién,
pulmén, corazén, corazon-pulmén, intestino y tejidos como médula 6sea (5-11).

El éxito del trasplante de 6rganos, se debe a la conjuncién de diversos
factores como son: avances en el conocimiento de la inmunologia del trasplante,
mejores farmacos inmunodepresores para prevenir, retardar y tratar el rechazo
inmunoldgico, mejores soluciones de preservacion de 6rganos, como la solucion
conocida como UW (por que se cred en la Universidad de Wisconsin) lo que
permite mantener viable a 4 grados centigrados el rifion y el pancreas hasta 72
horas, higado 48 horas, corazén y pulmén 12 horas, lo que ha hecho posible que
el trasplante de estos Grganos sea una cirugia semielectiva. El mejoramiento en
las técnicas quirdrgicas como la microcirugia vascular, el desarrollo de

sofisticados procedimientos de diagnostico y manejo postoperatorio, el
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mejoramiento en las Unidades de Cuidados Intensivos, la mejor disposicion social
para la aceptacion en la donacion de 6rganos de donador vivo y donador cadaver,
el equipo transdiciplinario en el manejo integral del binomio donador-receptor,
todos con entrenamiento en trasplantes de o6rganos, la seleccion del mejor
donador de acuerdo a la tipificacion de los antigenos de histocompatibilidad de
leucocitos conocidos como HLA (human leucocyite antigen), grupo sanguineo

ABO vy las pruebas cruzadas de linfocitotoxicidad (4-11).

TRASPLANTE DE ORGANOS E INMUNODEPRESION FARMACOLOGICA.

La radiacion corporal total (RCT) durante el preoperatorio, fue el primer
método de inmunosupresion utilizado en la practica clinica en trasplante de
organos.

En 1958 una mujer receptora de trasplante renal de un donador vivo no
relacionado (DVNR), recibi6 una dosis considerada como subletal de 600 rads
(unidades Roentgen) como tratamiento inmunosupresor: La paciente murié a los 15
dias posteriores al trasplante debido a hemorragia secundaria a deplecion
plaquetaria, sin embargo, la biopsia del aloinjerto no presentoé signos de rechazo (1).
En 1960, la dosis de RCT pretrasplante fue reducida a 400 rads y se agregaron 100
mg/dia de deltacortisona y 30 mg/dia de 6-mercaptopurina (6-MP), tratando el
rechazo agudo con altas dosis de corticosteroides y RCT cada semana durante un
mes. El objetivo de este tratamiento era suprimir la respuesta inmune del receptor
para evitar el rechazo al aloinjerto; pero las infecciones y la aplasia medular,
provocaron una elevada mortalidad. En 1961, Calne en Londres, reemplazo el uso

de RCT durante el pre y post-trasplante por el empleo de azatioprina (AZA), un



16

derivado imidazol de la 6-MP. A este tratamiento se le agregé la prescripcion de
corticosteroides a humanos con alotrasplante renal. Otros farmacos también
utilizados fueron: el metotrexate, la ciclofosfamida y la actinomicina C o D (1).

En 1970 se aislo la ciclosporina (producida por Sandimmun, Sandoz, Suiza) a
partir de cultivos de Tolypocladium inflatum gams, un miembro de la familia de
hongos imperfectos. La ciclosporina (CsA) es un decapéptido ciclico, neutro y muy
lipofilico, con un peso molecular de 1203. Este farmaco actua, casi selectivamente,
sobre los linfocitos T inhibiendo su activacion y bloqueando la produccion de
Interleucina 2 (IL-2) e interferon gamma (IFN-gamma). Este farmaco, ademas,
interfiere en la formacion de receptores para la IL-2 en los linfocitos T no activados.
La disminucién en la produccion de IFN-gamma trae como consecuencia que el
namero de células presentadoras de antigeno (CPA) no aumente, con lo que el
namero de linfocitos T activados o sensibilizados al antigeno disminuye. Todos
estos efectos son de inicio rapido y dependientes de la dosis utilizada de CsA. Por
otro lado, se ha visto que este farmaco no deprime la hematopoyesis y no afecta la
funcion de los macrofagos. La CsA se utilizo por primera vez en clinica en pacientes
receptores de alotrasplante renal en el afio de 1978 y se comercializ6 en 1983
(12,13).

Las dosis de inmunodepresores inicialmente empleadas en pacientes
receptores de trasplante de o&rganos alogénicos fueron altas, llegando a
administrase hasta 200 mg/dia de prednisona (PDN), de 4 a 8 mg/kg/dia de
azatioprina y hasta 25 mg/kg/dia de ciclosporina (1,12). Estas macrodosis han
dejado de utilizarse y todas ellas se han ajustado, con base en la experiencia

obtenida a través del tiempo y con el desarrollo de nuevos farmacos, con diferentes
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protocolos de tratamiento empleados como la monoterapia a base de CsA, de
tacrolimus (FK506) o de esteroides. También se han utilizado tratamientos de doble
esquema a base de CsA-micofenolato mofetil (MMF), tacrolimus-micofenolato,
sirolimus-PDN vy de triple esquema a base de Csa-PDN-AZA, CsA-MMF-PDN, entre
otros.

Actualmente la dosis promedio de mantenimiento para PDN es de 5-10
mg/dia, 1 mg/kg/dia de AZA y de 4-8 mg/kg/dia de CsA, con lo cual se evita el
rechazo del organismo al aloinjerto, sin depresion significativa del sistema inmune y
con menor riesgo de infeccion, toxicidad y malignidad, que resultan ser dosis-
tiempo-dependiente. En 1993 Opelz (14) informd de un estudio en el que se
incluyeron a 22,152 pacientes receptores de trasplante renal de donador cadaver,
de 150 centros de trasplante; este autor encontrd que la supervivencia del aloinjerto
renal, después de un afio de la cirugia, fue del 100% con cualquiera de los 5
diferentes esquemas de inmunodepresion empleados: CsA+AZA, CsA, CsA+PDN,
CsA+PDN+AZA y AZA+PDN. A los dos afios la supervivencia del aloinjerto fue del
97% utilizando CsA+AZA y a los cinco afos la mejor supervivencia del aloinjerto fue
del 86% empleando la misma combinacion de CsA+AZA.

Otros inmunodepresores que se administran a pacientes receptores de
alotrasplantes de d6rganos, son agentes biologicos como los anticuerpos
antilinfocitarios monoclonales (OKT-3), muromonab-CD3, basiliximab (Simulect) y
daclizumab (Zenapax) y policlonales (MALG globulina antilinfoblastica de

Minnesota), gengraf, entre otros, con buenos resultados (15-17).
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RIESGO DE MALIGNIDAD EN PACIENTES RECEPTORES DE TRASPLANTES
DE ORGANOS.

A nivel mundial hasta 1992 se habian efectuado méas de 300,000 trasplantes
de organos solidos que incluian rifidn, corazon, higado, pancreas y corazon-pulmén,
por otro lado, y de acuerdo a los datos del Cincinnati Transplant Tumor Registry
(CTTR), hasta diciembre de 1993, se habian reportado a nivel mundial 7,766
canceres que se originaron en 7,316 receptores de trasplantes de oOrganos,
incluyendo receptores de médula Osea. Del total de canceres registrados por la
CTTR, los canceres mas frecuentes fueron: canceres no melanomas de piel y labios
37.16 %, linfoma no Hodgkin 16.36 %, carcinomas pulmonares 5.48 %, carcinoma
cervico-uterino 4.09 %, sarcoma de Kaposi 3.98 %, carcinomas de colon y recto
3.59 % y carcinomas mamarios 3.15 %. La prevalencia de series diversas y grandes
de receptores de aloinjertos renales y cardiacos tuvieron un promedio del 6 %. El
intervalo entre el trasplante y la aparicién de la neoplasia en el sarcoma de Kaposi
(KS) fue de 21 meses como promedio. Los linfomas, se expresaron en un promedio
de 32 meses. Otras neoplasias, con excepcion de carcinoma de vulva y perineo, se
manifestaron en promedio a los 69 meses. Los carcinomas de vulva y perineo,
aparecieron en promedio a los 112 meses. Si se consideran los 7,766 canceres, el
tiempo promedio de su aparicion fue de 61 meses, esto es 5 afios 1 mes (18). En la
poblacion general transcurren de cinco a veinte afios, o0 incluso mas, entre la
exposicion a carcindégenos y la aparicion de tumores. Los canceres malignos que se
observan a menudo en la poblacion general como carcinoma de pulmon, mama,
prostata, colon y cervico-uterino, no mostraron incremento e incluso hubo

disminucion en la poblacion trasplantada. Los tumores se produjeron en pacientes
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cuya edad promedio en el momento del trasplante fue de 42 afios, el 43% eran
menores de 40 afos. La edad promedio de los pacientes en el momento del
diagnostico de sus neoplasias fue de 47 afos. Del total, 66 % eran varones y 34 %
mujeres, lo que conserva la tasa de 2:1 entre varones y mujeres que se someten a
un trasplante. Una proporcion importante de las lesiones neoplasicas experimentan
regresion parcial o total después de reducir o interrumpir el tratamiento
inmunosupresor, muchos de estos pacientes con neoplasias fueron sometidos a
intensa inmunosupresion, encontrando una relacion dosis-tiempo-dependiente. En
trasplante de organos, aunque el cancer es una complicacion, debe insistirse en que
una proporcion importante de los receptores de aloinjertos de 6érganos vitales, no
tienen problemas de esta clase. Su aparicion se relaciona con el tratamiento
inmunosupresor durante muchos afios y en forma intensiva, como ocurre en
pacientes que presentan disfuncion crénica del aloinjerto con rechazo agudo
inmunologico, en donde la prioridad es conservar la vida del paciente manteniendo

la funcion del aloinjerto con dosis maximas.

RIESGO DE INFECCIONES EN PACIENTES RECEPTORES DE
TRASPLANTE DE ORGANOS.

El régimen de inmunodepresion farmacologica aunado a los diversos factores
de riesgo que predisponen a un paciente receptor de trasplante de oOrganos a
infeccion, incluyen, entre otros: la falla organica terminal y mdaltiple, diabetes mellitus,
historial previo de hepatitis B y C, leucopenia, esplenectomia, viremia persistente, el
uso de oOrganos cadavericos y los tratamientos repetidos para evitar el rechazo

persistente o recurrente. Estos dos ultimas factores son los mas importantes, ya que
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para que el paciente receptor sobreviva al trasplante se requiere que éste sea
expuesto a dosis mayores o repetidas de agentes inmunodepresores por largos
periodos de tiempo.

La inmunodepresion farmacoldgica es un "arma de doble filo" porque protege
el 6rgano trasplantado del sistema inmune del receptor pero, a su vez, causa que el
receptor sea mas susceptible a infecciones. Los receptores de trasplantes estan en
mayor riesgo de contraer infecciones tanto comunes como oportunistas. Estas
infecciones pueden surgir del organo trasplantado, como complicaciones
quirdrgicas, o bien, se pueden reactivar las infecciones latentes en el huésped o
puede haber infeccibn por exposicion ambiental a nuevos agentes. Las
enfermedades infecciosas en esta poblacion de pacientes varian en un patron
predecible, dependiendo del o6rgano trasplantado, el régimen inmunodepresor
utilizado y el curso postoperatorio.

En 1991 Rubin (19) desarrollé un esquema que demostré como ocurren las
infecciones en pacientes tratados con ciclosporina y prednisona después de un
trasplante de rifion; este esquema fue modificado en 1994 por Nicholson y Johnson
(20). En general, las infecciones que ocurren durante el primer mes después del
trasplante surgen debido a que el agente infeccioso ha estado en contacto con el
huésped antes de la cirugia en el tejido donado o como complicacion infecciosa
postoperatoria, estas Ultimas son iguales a las que se observan en cualquier
paciente quirdrgico. En el periodo de un mes a seis meses después del trasplante
se favorecen las infecciones oportunistas debido a los altos niveles de
inmunodepresion que se requieren para evitar el rechazo. El periodo de seis meses

a un afio representa un periodo donde las infecciones bacterianas vuelven a ser
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importantes. En este periodo, las infecciones por hongos y micobacterias son

también muy importantes.

En la tabla 1 se describe los tiempos en que se

presentan las infecciones mas comunes en pacientes trasplantados (20):

Tabla 1. Infecciones mas comunes en trasplante de érganos.

Tiempo Infeccion
Hepatitis B
0al/2 mes Infecciones bacterianas
Heridas
Neumonias

Lineas vasculares
Orina (bacteriana, pielonefritis)

1/2 mes a 1 mes

Hepatitis B
Herpes simples

1 mes en adelante

Citomegalovirus
Hepatitis C
Pneumocistis carinii*
Toxoplasmosis*
Hongos
Tuberculosis
Nocardia

2 meses en adelante

Epstein-Barr**
Varicela zoster**
Papovavirus**
Adenovirus**
Criptococo

5 meses en adelante

Neumonias adquiridas en la comunidad
Infeccion de orina

*1-6 meses

** 2-6 meses

Es importante resaltar que los pacientes con falla organica terminal, son mas

susceptibles a infecciones que los individuos sanos. El futuro receptor de un

trasplante debe evaluarse inicialmente con un historial y examen fisico completo

para determinar la susceptibilidad a enfermedades infecciosas. Es también
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importante determinar las infecciones que han ocurrido antes del trasplante. Estas
se deben evaluar con detenimiento, por ejemplo, se debe indagar si hay historia de
exposicion a tuberculosis y, en caso afirmativo, realizar prueba para el PPD
(derivado de proteina purificado), hepatitis B, y el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH). También se debe investigar acerca de lesiones herpéticas
recurrentes, varicela e infecciones por hongo. Se debera investigar también si el
paciente reside en un area endémica para Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis y Strongyloides stercoralis. Los pacientes con problemas de infecciones
dentales o de senos nasales deben ser tratados y resueltos antes del trasplante. Las
radiografias ayudan a diagnosticar caries e infecciones en senos paranasales. Al
igual que el receptor, el donador de 6rganos también debe de pasar por una
evaluacion extensa para descartar la presencia de infecciones. Los donadores que
son portadores del virus VIH o que son positivos para el antigeno de superficie de
hepatitis B se deben excluir como donadores de trasplantes. Muchas veces los
organos que se donan y las soluciones con las que se perfunden durante el
transporte son cultivados para detectar infecciones asintomaticas del donador o
contaminacion del 6érgano durante el proceso de escision. Finalmente, para disminuir
el riesgo de infeccion en el paciente receptor de trasplante de 6rganos, aunado a lo
comentado anteriormente, se administra profilaxis antimicrobiana de manera

especifica para cada 6rgano a trasplantar.

EMBARAZO EN RECEPTORAS DE TRASPLANTE DE ORGANOS.
En 1958 una paciente de 23 afios de edad receptora de trasplante renal

con embarazo de 41 semanas, pario un nifio sano con peso de 3300 g (21) y éste
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fue el primer nacimiento en una paciente trasplantada. Este acontecimiento alerto
a la comunidad médica acerca del reinicio de la funcion reproductora posterior al
trasplante de organos. En el afio de 1991 se fundd el National Transplantation
Pregnancy Registry (NTPR) en la Universidad de Thomas Jefferson, U.S.A. (22)
con el objetivo de crear una base de datos para evaluar los resultados de los
embarazos de receptoras de trasplante de érganos y de aquellos engendrados
por varones receptores de trasplante. En Europa se crearon dos centros de
registro de embarazo en receptoras de trasplante de 6rganos, en 1994 The United
Kingdom Transplant Pregnancy Registry (23) y en 1998 The European Dialisis
and Transplant Association Registry (24). En 2006 McKay (25), revisando los
reportes de los tres centros, encontré que la tasa de aborto espontaneo, aborto
terapéutico, 6bito, embarazo ectopico, parto pretérmino, bajo peso al nacimiento y
muerte neonatal, fue similar en los tres centros. Encontré que hasta el 2002, se
habian reportado 14 mil nacimientos en receptoras de trasplante de érganos en la
literatura meédica mundial. La NTPR en el afio de 2004 (25) reportd6 1400
embarazos en receptoras de rifion, higado, higado-riidn, pancreas-rifion,
corazén, corazon-pulmoén y pulmén. La mayoria de los embarazos, 1100 fueron
en pacientes con trasplante renal.
La National Transplantation Pregnancy Registry en su reporte de 1999
(26) llego a las siguientes conclusiones:
1. Mientras la mayoria de las receptoras de trasplante de rifion toleran bien el
embarazo, un pequefio porcentaje de receptoras desarrollan rechazo,
disfuncion y/o deterioro del injerto.

2. No se han observado malformaciones estructurales en los hijos de receptoras
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expuestas a micofenolato.

3. Las biopsias de higado en receptoras de trasplante de higado, demostraron
rechazo agudo durante el embarazo y con mayor riesgo para ambos, con
pobres resultados para el recién nacido y en la madre con recurrentes
episodios de rechazo.

4. Las receptoras de trasplante de pancreas-rifion, durante el embarazo, pueden
mantenerse en normoglucemia, cursan con alta incidencia de hipertension
materna, prematuridad y bajo peso al nacimiento.

5. En receptoras de trasplante de corazon o de pulmon, el embarazo no resultd
ser predictor adverso especifico.

6. No se han observado malformaciones estructurales o incapacidad de
aprendizaje en hijos de madres tratadas con ciclosporina (seguimiento de 4 - 5
afnos).

7. Se deberan estudiar los nuevos esquemas de tratamiento, asi como las
nuevas combinaciones de inmunodepresores.

Es importante hacer notar el grado de rehabilitacion en el paciente
trasplantado, con el hecho de que mujeres trasplantadas se han embarazado
desde la década de los afios cincuentas y cada dia aumenta el numero de
embarazos en receptoras trasplantadas de algun organo. El embarazo es
actualmente una parte de los beneficios permitidos a una mujer receptora de

trasplante de 6rgano(s).
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RIESGO DE TERATOGENICIDAD EN HIJOS DE MADRES RECEPTORAS DE
TRASPLANTE DE ORGANOS.

Una de las preocupaciones en la comunidad médica de trasplantes, es la
posibilidad de que las dosis terapéuticas de agentes inmunodepresores
administrados en el transcurso del embarazo puedan causar malformaciones en el
recién nacido.

En animales de experimentacion como la coneja y la rata la administracion de
ciclosporina o de prednisona a dosis muy altas ha demostrado ser teratogénica,
pero con dosis menores en las mismas especies, estos farmacos
inmunodepresores, no fueron teratogénicos (27-29). Diversos investigadores han
revisado la toxicidad para el feto de tres agentes inmunodepresores comunmente
utilizados: ciclosporina, prednisona y azatioprina. La azatioprina es teratogénica en
ratones a dosis elevadas de hasta 20 mg/kg. Se han observado malformaciones
esqueléticas en conejos a dosis de 5-15 mg/kg. Sin embargo no se ha advertido un
incremento en la incidencia de malformaciones estructurales neonatales en el
humano recién nacido, aun utilizando dosis maximas en la mujer embarazada de
hasta de 2 mg/kg/dia (28). Aunque la prednisona no es genotoxica, ha mostrado ser
teratogénica en animales cuando se utiliza a dosis mas elevadas que las empleadas
clinicamente (27). La ciclosporina tiene efectos embriotoxicos y fetotoxicos
Unicamente a niveles de dosificacion que producen toxicidad materna y que son
equivalentes a, por lo menos, el doble de los utilizados en humanos. Otros agentes
inmunodepresores comunmente utilizados en mujeres embarazadas receptoras de
trasplante de 6rganos son FK-506 (tacrolimus), micofenolato y rapamicina.

En 2001 Bar y cols. (30) publicaron un estudio de meta-analisis, de los



26

resultados del uso de la ciclosporina durante el embarazo cuyo objetivo era conocer
si su empleo durante la gestacion estaba asociado a un incremento en el riesgo de
la incidencia en malformaciones congénitas y parto pretérmino. Encontraron que la
prevalencia global de malformaciones congénitas en la poblacion estudiada (4.1%)
no varid substancialmente de la reportada en la poblacion general, y que el
incremento en la tasa de prematuridad (56.3%) podria estar asociado al empleo de
diversos farmacos durante el embarazo, por ejemplo el empleo de diversos agentes
antihipertensivos.

El tacrolimus (FK-506) también tiene efectos adversos, pero Unicamente a
dosis toxicas, en animales de experimentacion, y sin deterioro de la fertilidad. En
2000 Kainz y cols. (31) reportaron en un estudio de revision el resultado de 100
embarazos en 84 mujeres tratadas con tacrolimus, concluyeron que el embarazo en
receptoras de trasplante de organos tratadas con tacrolimus, resultdé en curso
favorable y las complicaciones de la madre y neonato fueron similares a las
descritas con el empleo de otro agentes inmunodepresores.

No se ha demostrado teratogenicidad con el empleo de inmunodepresion
farmacoldgica en la mujer embarazada, la evidencia epidemioldgica, indica que la
frecuencia de anormalidades congénitas en los hijos de madres receptoras de
trasplantes de Organos, es semejante a la frecuencia observada en la poblacion

general (25, 26, 32).

Farmacos inmunodepresores durante el embarazo.
De acuerdo a la Food and Drug Administration (FDA) (26), la actual categoria

de farmacos inmunodepresores empleados durante el embarazo son:
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Categoria A: estudios controlados, sin evidencias de riesgo.

Categoria B: sin evidencia de riesgos en humanos, para los corticosteroides.
Categoria C: el riesgo puede no ser la regla, para la ciclosporina, micofenolato,
tacrolimus y rapamicina.

Categoria D: evidencias positivas de riesgo, para la azatioprina.

Categoria X: contraindicados en el embarazo. Ninguno de los utilizados.

2. ANTECEDENTES.
TRASPLANTE DE ORGANOS EN GINECOLOGIA EXPERIMENTAL Y CLINICA.
Trasplante de ovario. El trasplante de ovario en cirugia experimental fue
descrito por primera vez en 1863 en conejas por Bert (33), observéd que el ovario
implantado en la cavidad abdominal se revascularizaba. El se percato de la
importancia del trasplante de drganos para el estudio de la fisiologia y sus
posibles implicaciones terapéuticas. En 1895 Morris (34), con el objetivo de
restaurar la funcion ovarica, realizé el primer implante alogénico de ovario en una
mujer de 20 afios con diagndstico de falla ovarica prematura. El injerto se coloco por
via abdominal en el fondo del Utero. Dos meses después del implante de ovario, la
receptora presento su primera menstruacion con duracion de 10 dias. También en
1895, Morris realizO6 un autoimplante de ovario, con el objetivo de restaurar la
fertilidad, en una mujer de 26 afios con diagnodstico de enfermedad pélvica
inflamatoria severa, el injerto ovarico fue colocado en el mufidn de un oviducto, la
paciente llegd a embarazarse un mes después, pero abortd al tercer mes de
gestacion.

De 1895 a 1930 se publicaron en la literatura médica internacional 36



28

articulos que reportaban un total de 665 casos de implante de ovario en la mujer
(35) con diversos resultados que hoy se interpretan como dudosos. El rechazo al
aloinjerto y la aparicion de la terapia hormonal de reemplazo fueron los motivos
por los cuales se abandono este tratamiento.

En 1902, Carrel describi6 la técnica de anastomosis vascular en trasplante
de 6rganos en animales de experimentacion y en 1906 junto con Guthrie, ambos
pioneros en trasplante de ovario con técnica de cirugia vascular, efectuaron el
primer alotrasplante de ovario junto con su pediculo vascular y un segmento de
aorta y cava con anastomosis vascular término-lateral (t-I) cava-cava y aorta-

aorta, en gatas (36).

Trasplante de trompa de Falopio y de ovario.

En 1946, Ritala reporté 10 casos de implante tubario en la mujer (5 casos de
aloimplante y 5 casos de autoimplante), con el objetivo de restaurar la fertilidad, pero
sin éxito (37). El alotrasplante tubario con técnica de cirugia vascular en animales
(experimental) y en la mujer (clinico), sin utilizar el microscopio quirdrgico, fue
reportado por Cohen en 1974 y 1976 respectivamente (38-40).

En 1960 Jacobson (41), y Chase, Fisher, Smith (42-44) entre otros,
establecieron las bases para el desarrollo de la microcirugia vascular experimental y
mas tarde clinica en todas las especialidades médico-quirdrgicas.

La cirugia ginecoldgica experimental con técnica quirdrgica microvascular se
inicio en 1974 con Winston y McBrouwn (45), quienes realizaron en conejas 4
autotrasplantes de trompa de Falopio con el objetivo de restablecer la fertilidad y

para facilitar la técnica quirdrgica incluyeron al ovario, obteniendo el éxito con dos
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conejas gestantes.

En 1978 Wood y cols. (46) con el objetivo de restablecer la fertilidad,
realizaron el primer trasplante alogénico de trompa de Falopio con técnica de cirugia
microvascular, en una mujer con el antecedente de pérdida de ambos oviductos
como resultado de dos embarazos ectopicos previos. Utilizaron a su hermana como
donadora viva relacionada (DVR). Donadora y receptora resultaron compatibles en
HLA, grupo sanguineo y con prueba de linfocitotoxicidad negativa. A la receptora se
le efectud salpingooforectomia derecha, para desechar el ovario y trasplantar
exclusivamente la trompa de Falopio que incluyo la porcion intramural y el pediculo
vascular con los vasos ovaricos. No realizo perfusion del injerto. El sangrado total
en la receptora, durante el transoperatorio fue de 2,500 ml. Solamente registraron el
tiempo quirdrgico del trasplante que fue de 13 horas. El régimen inmunosupresor
empleado fue prednisolona 100 mg/dia dosis inicial y 20 mg/dia dosis de sostén;
azatioprina 1 mg/kg/dia durante seis meses sin observar ningun efecto colateral ni
toxico. El injerto se retird seis meses posteriores al trasplante, o encontraron no
viable, con necrosis coagulativa y sin aparente rechazo inmunologico, no lograron el
embarazo.

El trasplante tubario, en la mujer, se ha intentado hasta el momento actual
en 21 casos, en diversas modalidades como autoimplante, aloimplante y
alotrasplante, con técnica de cirugia macrovascular y microcirugia vascular, con y
sin empleo de inmunodepresiéon farmacolégica, sin haberse logrado el embarazo
en ninguno de los casos reportados (46-48).

En 1985, Silber comunico (49) un trasplante tubo-ovarico entre gemelas

idénticas. La receptora, declarada infértil por enfermedad pélvica inflamatoria
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severa, la cual habia destruido ambas trompas y ovarios, la donadora, con
antecedente de ligadura tubaria posterior a tres hijos y nuevo matrimonio,
deseaba recanalizacion tubaria para volver a embarazarse. La donadora se
embarazé a los dos meses del postoperatorio y la receptora se encontraba
produciendo estrogenos con menstruaciones regulares.

En 1987, Von Theobald y cols. (50) informaron del primer autotrasplante
heterotopico de ovario, con técnica de cirugia microvascular, ademas de
transposicion lateral intraperitoneal del ovario izquierdo, con el objetivo de
preservar la funcion ovarica y de ovulacion, en una mujer de 18 afios de edad con
enfermedad de Hodgkin subdiafragmatica que tenia que ser tratada con
quimioterapia y radioterapia. El ovario derecho fue trasplantado al espacio celular
subcutaneo de la cara interna del brazo derecho y 16 afios después, el ovario
trasplantado heterotdépicamente, continuaba con funcion endocrina y de maduracion
folicular (51-52).

En 2004, Hilders y cols. (53) realizaron un autotrasplante heterotopico de
ovario con el objetivo de conservar la funcion ovarica, en una mujer de 29 afios
con carcinoma cervical que tenia que ser tratada con histerectomia radical mas
linfadenectomia y radiacion pélvica. El ovario izquierdo fue trasplantado
heterotépicamente en la regidon anterior del brazo izquierdo y transposicion del
ovario derecho a la pared abdominal anterior, durante la histerectomia radical. Un
afio postrasplante el ovario continuaba con funcién endocrina y de maduracion
folicular.

En 2003, Mhatre y cols. (54) reportaron el primer caso de alotrasplante de

ovario ortotopico, fue en una paciente de 17 afios con sindrome de Turner
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(disgenesia ovarica), el ovario donado fue de una donadora viva relacionada (DVR),
su hermana de 26 afios de edad. En 2005, los mismos autores, (55) informaron de
un caso mas, la receptora de 15 afios con sindrome de Turner, la donadora viva
relacionada (DVR), su madre de 38 afios de edad y el seguimiento del caso
anteriormente reportado (53). En 2006 (56) comunicaron otro caso de alotrasplante
ortotopico de ovario en una mujer con falla ovarica prematura y el seguimiento de
los tres casos; el primer caso con evolucion de tres afios, el segundo caso con
seguimiento de un afio y el tercer caso con evolucién durante 9 meses, en los tres
casos el ovario ortotopico continu6 con funcion endocrina, de maduracion folicular
y las pacientes continuaban menstruando. En los tres casos la inmunote presion se
realizo utilizando ciclosporina 4 mg/kg/dia y prednisona 0.2 mg/kg/dia (dosis de

mantenimiento).

Trasplante de utero.

En la literatura médica internacional el trasplante de Utero en cirugia
experimental se encuentra reportado desde 1918 por Hesselberg (57) en cobayos,
desde entonces el trasplante de utero, Utero-trompas de Falopio o de utero-
salpinges-ovarios se ha efectuado en diversas especies de animales que incluyen
cobayo, rata, coneja, oveja, perra, cerda, primate y en la mujer, para investigar la
ciclicidad utero-ovarica, rechazo del aloinjerto, preservacion, restauracion de la
fertilidad, etc. (58-63).

En 2000 Fageeh y cols. (59) realizaron el primer trasplante de utero en la
mujer con el objetivo de restaurar la fertilidad, la receptora de 26 afios de edad, con

el antecedente de histerectomia obstétrica 6 afios antes y la donadora de 46 afios.
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La inmunodepresion empleada fue con ciclosporina, azatioprina y prednisolona, el
injerto presento a los 99 dias del trasplante trombosis de vasos uterinos, por lo que

se realizo histerectomia, no hubo evidencias de pérdida del injerto por rechazo.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La infertilidad se ha considerado como un problema de Salud Publica debido
a sus consecuencias médicas, sociales, demograficas y economicas (64). En
Estados Unidos de Norteamérica mas de 6 millones de mujeres en edad
reproductiva presentan infertilidad (65). En México, aproximadamente el 15% de las
parejas presentan infertilidad (66, 67). Por otro lado, en 1993, Lunenfeld e Insler
(68) estudiando los diagndsticos realizados en 6,540 parejas infértiles por
diferentes autores de los cinco continentes, en un periodo minimo de 4 afos,
encontraron, en la mayoria de los estudios, al factor tubario como causa de
infertilidad; la incidencia de este factor estuvo en un rango de 11.0 al 76.7 % de las
parejas estudiadas, mientras que la incidencia del factor endocrino ovarico varié del
10.9 al 49.1 %.

Se ha propuesto al FIV/ITE convencional (fertilizacion in vitro y transferencia
de embriones a la cavidad uterina) para resolver la infertilidad por dafio tubario
bilateral irreversible, ausencia quirdrgica de ovarios y/o trompas de Falopio (69),
disgenesia gonadal (70) y en pacientes receptoras de trasplante de rifion, higado,
con infertilidad por dafio tubario y/o ovarico (71).

Es sorprendente el poco éxito del FIV/TE convencional que se continda
reportando con una tasa global de éxito en Estados Unidos de Norteamérica de

25.6% de nacimientos por ciclo iniciado, con un promedio de 3.1 embriones
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transferidos en cada intento. (69) La fertilizacion in vitro continda siendo un
procedimiento excesivamente caro de 7 mil a 11 mil délares por ciclo y de 67 mil a
114 mil dolares por nacimiento exitoso y por o mismo limitado a un minimo de la
poblacion infértil, estresante, prolongado, con gran proporciéon de ciclos cancelados,
con una baja tasa de implantacion y de embarazo por cada intento, resultando ser
una técnica de reproduccion asistida invasiva con riesgos y complicaciones incluso
mortales para la madre y recién nacido(s). El embarazo multiple es una de las
numerosas complicaciones obstétricas inherentes al procedimiento, otra
complicacion iatrogénica grave es el sindrome de hiperestimulacion ovarica como
resultado de la induccion de la ovulacidn, que puede ser un desorden catastrofico e
incluso mortal (72). Existe incremento en el riesgo de desarrollar algun tipo de
cancer como consecuencia directa o indirecta de la estimulacion ovarica a traves
de las punciones ovaricas multiples o de la exposicion a elevados niveles
estrogeénicos, los canceres mas frecuentemente implicados son los epiteliales de

ovario y los de mama (73-74).

4. JUSTIFICACION.

En Meéxico, aproximadamente uno de cada siete matrimonios, lo que
corresponde a cerca del 15% de las parejas, presenta infertilidad (66). Esta cifra
tiende a aumentar por las presiones del mundo, la tendencia a posponer el
embarazo por periodo prolongado, el empleo indiscriminado de técnicas
anticonceptivas, asi como el aumento de la incidencia de enfermedades de
transmision sexual, entre otros. Por otro lado, durante los ultimos 10 afios se ha

incrementado el interés y la preocupacion por el creciente aumento en la
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infertilidad, un mayor niamero de parejas estan acudiendo a los servicios médicos
para resolver la infertilidad que padecen; también es un hecho que ha aumentado
el nimero de médicos y personal paramédico que se interesa en el estudio de la
infertilidad.

La epidemiologia de la infertilidad en el Hospital de Gineco-Obstetricia "Luis
Castelazo Ayala" de México, D.F, en un estudio realizado, (67) demostré que el
factor tubo-peritoneal alterado fue el mas frecuente (22.3% de los casos), seguido
por el factor endocrino-ovéarico (17.6 %).

En la mujer infértil por dafio tubario bilateral irreversible, disgenesia
gonadal, ausencia quirargica de ovarios y/o salpinges 0 en receptoras de
trasplante de organos (riidn e higado) con infertilidad por dafio tubario y/o
ovarico, se ha propuesto como Unica alternativa terapéutica al FIV/TE
convencional.

En los hospitales de Gineco-Obstetricia del Instituto Mexicano del Seguro
Social a nivel nacional, no se realiza este procedimiento debido al alto costo
econdémico del equipo de laboratorio y de los medicamentos que requiere la
paciente.

Se ha recurrido al uso de modelos experimentales en animales y humanos
de trasplante e implante de ovario y/o trompa de Falopio, o de utero con el objetivo
de restaurar la funcion endocrina y/o de fertilidad (37-40, 45-63, 75-97), pero no se
conoce modelo experimental de alotrasplante vascularizado tubo-ovarico como
"unidad anatomo-funcional” con fines de lograr el embarazo, que permita establecer
la técnica quirargica experimental ideal, investigar el comportamiento del aloinjerto

tubo-ovarico y su expresion clinica e histopatoldgica.
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Nuestro grupo de investigacion ha llamado al injerto tubo-ovarico "unidad
anatomo-funcional” y hemos trasplantado el ovario con su pediculo vascular de
vena y arteria junto con la trompa de Falopio hasta su porcion istmica,
reestableciendo la funcién endocrina y de fertilidad posterior a autotrasplante
tubo-ovarico en conejas (94).

El alotrasplante tubo-ovarico como "unidad anatomo-funcional” podria tener
aplicacion clinica en mujeres con infertilidad causada por el dafio tubario bilateral
irreversible, disgenesia gonadal, ausencia quirdrgica de ovarios y/o salpinges o
como alternativa terapéutica en pacientes que se someten al tratamiento de FIV-
TE convencional y no han tenido éxito. La donacion tubo-ovarica seria a través de
una donadora viva relacionada (DVR) o de una donadora viva no relacionada
(DVNR).

En la revision de informes publicados, no hemos identificado comunicados
de alotrasplante tubo-ovarico en la mujer. La experiencia mundial en otros
organos, permite suponer un procedimiento similar en el alotrasplante tubo-
ovarico, inicialmente como modelo experimental formal en animales vy

posteriormente en seres humanos.

5. HIPOTESIS
El alotrasplante tubo-ovarico ortotdpico, con técnica de microcirugia
vascular, en la coneja tubo-ovariectomizada, y con la administracion de

ciclosporina, permite el reestablecimiento de la funcion endocrina y reproductiva.
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6. OBJETIVOS

Objetivo General.

1. Estudiar la funcidbn endocrina y reproductiva en conejas tubo-
ovariectomizadas con alotrasplante tubo-ovarico ortotépico como “unidad
anatomo-funcional”’, con técnica de microcirugia vascular y con la
administracion de ciclosporina.

Objetivos Particulares

1. Disefiar la técnica microquirargica de procuracion del aloinjerto tubo-
ovarico en la coneja.

2. Disefiar la técnica microquirdrgica del alotrasplante tubo-ovarico
ortotopico en la coneja.

3. Determinar las caracteristicas de la reaccion del rechazo en el
aloinjerto tubo-ovarico trasplantado, con y sin la administracion de
ciclosporina.

4. Investigar la viabilidad del aloinjerto tubo-ovarico trasplantado,
mediante estudios hormonales (E2, P4, FSH y LH) y de fertilidad, asi

como histopatolégicos.

7. MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron 55 conejas Nueva Zelanda Blancas (NZB), no consanguineas,
con edades entre 7 y 11 meses, de peso entre 3y 4.5 kg y 6 machos fértiles NZB,
procedentes del Bioterio de la Facultad de Medicina Universidad Nacional
Autonoma de México y del Bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana

plantel Xochimilco.
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A) Grupos de estudio.

Las conejas se dividieron en 5 grupos experimentales:
Grupo A. Donadoras (n=20), se les efectud salpingooforectomia derecha, que fue
el aloinjerto donado (ver figuras 1, 2), seguida de histerectomia mas
salpingooforectomia izquierda y eutanasia.
Grupo 1. Control (n=10), a las que se les realiz6 salpingooforectomia izquierda
(SOI). Sin la administracion de CsA.
Grupo 2. Alotrasplante (n=10), se les efectud salpingooforectomia bilateral (SOB),
seguida de alotrasplante tubo-ovarico derecho, ortotopico, sin la administracion de
CsA (ver figuras 1, 2).
Grupo 3 Alotrasplante (n=10), se les realizd salpingooforectomia bilateral,
seguida de alotrasplante tubo-ovarico derecho, ortotopico (ver figuras 1, 2). A las
conejas se les administro CsA 10 mg/kg/dia durante los primeros 21 dias, para
continuar con 5 mg/Kg/dia durante el resto del estudio como farmaco
inmunodepresor.
Grupo 4. Control (n=5), a las que se les realizd salpingooforectomia izquierda y

se les administr6 CsA, mismo esquema que al grupo 3.

B) Descripcién de la técnica quirudrgica.

Coneja donadora. Anestesia. Se administré atropina 0.2 mg/kg i.m., anestesia
general con xilazina 7 mg/kg i.m., ketamina 50 mg/kg i.m. y pentobarbital sodico
45 mg/kg i.v. diluido en 20 ml de solucidn fisiologica y administrado lentamente
(dosis-respuesta), ademas O2 con mascarilla facial a 1.5 L./minuto. Se sujetaron

las cuatro extremidades a una tabla operatoria, se efectud tricotomia abdominal,
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asepsia, antisepsia y colocaciéon de campos quirurgicos estériles.
Procuracion del injerto tubo-ovéarico derecho (SOD). Para el procedimiento
quirurgico se utilizaron dos equipos quirdrgicos cada uno con un microscopio Carl
Zeiss OPMI |. Se realizé la apertura de la cavidad abdominal mediante una
incision media longitudinal suprapubica de aproximadamente 6 cm., se coloco el
separador automatico abdominal y se efectu6 empaquetamiento de asas
intestinales con gasas humedas en solucidon salina isotonica tibia, para que
quedaran expuestos los cuerpos uterinos, salpinges y ovarios, se revisaron los
mismos. Se usO electrocoagulador bipolar de Malis, para electrocoagular la
arteria y vena uterotubaria a nivel de la unidon del cuerno uterino y trompa de
Falopio del lado derecho, enseguida se colocaron en el istmo tubario dos
ligaduras, la primera proximal al Utero con prolene 6-0 y la segunda distal al utero,
con una ligadura hecha por nosotros con hule de globo, se seccioné entre ambas
ligaduras; se continu6 con diseccién individual de arteria y vena ovarica derechas,
distal a la bifurcacion de la arteria tubaria y proximal a la aorta para evitar dafar
ramas tubarias, se colocé en cada vaso individualmente una ligadura con nylon 8-
0 (BV130-4) y se seccionaron ambos vasos y finalmente se efectud aislamiento
de trompa y ovario de sus conexiones peritoneales, extrayendo injerto tubo-
ovarico que se colocé en una gasa humeda y se llevd a un recipiente que
contenia solucion de perfusion a 4°C y hielo “frape” de la misma solucion (Figuras
1, 2).

Se paso el injerto al segundo equipo quirargico, se finalizo la cirugia en la
donadora con histerectomia mas salpingooforectomia izquierda para estudio

histologico y se procedio a realizar eutanasia de la coneja, con la administracion
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de 40 mg de pentobarbital sddico, en bolo i.v.
“Cirugia de banco” y perfusion del injerto tubo-ovérico.

El 2°. equipo quirdrgico inici6 "cirugia de banco" con la colocacién de
catéter intraarterial de silastic de 0.64 mm diametro externo (Dow Corning), el cual
fue fijado con una lazada con nylon 8-0. Enseguida se perfundié el injerto tubo-
ovarico de manera gentil y lentamente a través del catéter hasta que el injerto se
encontr6 exangue, por la vena drend solucion clara y los vasos fueron
trasparentes. Se perfundio la salpinge a través del istmo con misma solucion a
4°C., se coloco un punto con nylon 10-0 (BV100-4) y referencias largas para facil
identificacion posterior en el angulo superior del istmo; enseguida se corto el
tejido periadventicial excedente de la luz venosa con colocacién de un punto
angular superior con nylon 10-0 y referencia larga para facil identificacion
posterior, exéresis del tejido peritoneal y graso excedente ligando con nylon 10-0
los vasos incididos, respetando siempre la integridad de la circulacion tubo-

ovarica, terminando asi "cirugia de banco".

Coneja receptora. Preparacion del sitio anatomico receptor.

Se realizé la misma preparaciéon que en la coneja donadora, primero se
efectu6 SOD como describimos anteriormente, excepto que en el istmo tubario, la
primera ligadura hecha por nosotros con hule de globo fue colocada proximal al
Gtero y la segunda ligadura con prolene 6-0 se coloco distal al Utero. La arteria y
vena ovarica receptoras fueron ligadas individualmente con nylon 8-0 y hasta el
inicio de la anastomosis venosa, se colocO una pinza vascular exclusivamente en

la vena receptora (Figuras 1-3).
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Triple anastomosis.

El injerto tubo-ovarico junto con el catéter intraarterial y envuelto en una
gasa con hielo, se llevé al lugar receptor para ser colocado ortotopicamente del
lado derecho, una vez presentado el injerto tubo-ovarico en el area receptora, se
efectué anastomosis tubaria istmica-istmica en un plano sin interesar luz tubaria o
endosalpinx. De seis a ocho puntos separados con nylon 10-0 fueron necesarios
para cada anastomosis, se continuo con la anastomosis venosa término-terminal
(t-t), la vena del injerto no fue pinzada, exclusivamente se colocd una pinza
microvascular en vena receptora; durante la anastomosis istmica y venosa, se
realizd una perfusion intermitente hipotérmica del injerto con misma solucién a 4
grados centigrados a través del catéter intraarterial. De ocho a diez puntos
separados con nylon 11-0 (BV50-3) fueron necesarios para cada anastomosis
venosa (Figuras 1-4).

Se finalizé el trasplante con anastomosis arterial, retirando el catéter
intraarterial del injerto y la arteria no fue pinzada, solamente se coloc6 una pinza
microvascular en arteria ovarica receptora y la ligadura distal fue retirada. Se
efectué anastomosis arterial término-terminal con nylon 11-0 puntos separados.
De ocho a diez puntos fueron necesarios para cada anastomosis arterial,
enseguida se realizd SOI, con aislamiento de trompa de Falopio y ovario de sus
conexiones peritoneales con electrocoagulacion, extrayendo pieza quirurgica. Se
corroboré6 hemostasia y se retiraron compresas y el separador abdominal; se
procedié a colocar solucion salina tibia 5 ml para remplazar la pérdida de liquido
peritoneal. Se cerro la pared abdominal, peritoneo parietal, aponeurosis y musculo

en un plano con vicryl 3-0 suUrgete continuo, piel con surgete continuo usando
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nylon 3-0 (PC-5), terminando acto quirdrgico.

cateter intraarterial

salpinge VCi ao

pinza
® microvascular

=

‘——

Q
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B Y ovario 3 sitio de
- 4
3, %% anastamosis
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\vena ovarica
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o%;% punto de sutura
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® / arteria uterina
ligadura con
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vagina

Figura 1. Injerto tubo-ovérico en la coneja como “Unidad Anatomo-funcional”. Se sefiala
el catéter intra-arterial, pinzas microvasculares en vasos receptores, catéter intratubario con un
punto de referencia para extraerlo previo al final de la anastomosis istmica, ligadura en istmo
receptor con hule de globo y sitios de la triple anastomosis.

VvCi= vena cava inferior, ao= arteria aorta
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Figura 2. Procuracioén del Injerto tubo-ovarico en la donadora. Se observa
trompa de Falopio (a), ovario (b), vasos tubo-ovéricos (c), utero (d) y
tejido peritoneal-graso (e). Catéter en oviducto para perfusion.
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Figura 3. Diseccidn vasos ovaricos. vena ovarica (a), vena ovarica
colateral (aa), arteria ovarica (b), regla milimétrica que sefiala un mm (c).

Figura 4. Anastomosis venosa. Se observa el momento en que se coloca un
punto de sutura con nylon 11-0, en un solo tiempo, ademas se observa la vena
distendida, debido a perfusion intermitente durante la anastomosis (a), puntos de
sutura (b, c), en la linea de la anastomosis.
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Tiempos quirdrgicos registrados durante el trasplante.

Durante la cirugia del trasplante registramos el tiempo de isquemia
caliente, que se define como el tiempo que transcurrié desde el pinzamiento
arterial del injerto tubo-ovarico en la coneja donadora, hasta que el injerto fue
colocado en un recipiente conteniendo solucion de perfusion a 4°C e hielo “frape”
de la misma solucion. El tiempo de isquemia fria, que se define como el tiempo
que transcurrié desde el momento anterior hasta la restauracion de la circulacion
con las anastomosis vasculares terminadas.

La solucion de perfusion contenia en 250 ml de solucion Hartman: 20 mEq.
de KCL, 2500 Ul de heparina, 5 ml de Xylocaina al 1% y 250 Ul de hCG. El
tiempo quirdrgico de las anastomosis tubaria, venosa y arterial también se registro
y fue el tiempo que transcurri6 desde que se inici0 la anastomosis con la
colocacion del primer punto de sutura hasta la terminacion de la anastomosis con
la colocacion del ultimo punto.

El tiempo quirdrgico total del trasplante, fue el tiempo total de la cirugia,
iniciada en la coneja donadora con la incision de piel y terminada en la receptora
con el ultimo punto de sutura en la herida quirargica. El diametro externo de vasos
ovaricos y de istmo tubario que fue la medicion individual de vena, arteria e istmo
tubario en milimetros.

Durante el transoperatorio en todas las cirugias se mantuvo cateterizada
una vena periférica en oreja para la administracion de medicamentos, soluciones
electroliticas y en el postoperatorio se administré profilaxis antimicrobiana con
penicilina procainica 100 mil Ul/kg./dia i.m. durante 3 dias y como analgésico

dipirona 50 mg./kg./dia i.m. durante 3 dias.
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C) Evaluacion Postoperatoria.

Se realizé diariamente exploracion fisica general, y se registro el peso de cada
coneja en el periodo basal y a las semanas 22, 4% 62 y 102 del postoperatorio,
ajustando siempre la administracion de ciclosporina al peso registrado. La CsA fue
diluida en 4 ml de solucion glucosada al 20% y administrada directamente en el hocico
de la coneja, con catéter de 3 cm. de longitud, por debajo del paladar y por arriba de la

lengua.

Morbimortalidad.
Se registraron las complicaciones durante el procedimiento quirdrgico y durante el
postoperatorio, asi como los hallazgos de la exploracion quirdrgica realizada al final del

estudio.

Apareamiento
Las conejas fueron colocadas con un macho de probada fertilidad durante 10-15
minutos, los dias 29 y 30 del postoperatorio para observar si habia apareamiento y

gestacion subsecuente.

D) Determinaciones hormonales
Se valoré la viabilidad, funcion y sobrevida del injerto tubo-ovarico,
indirectamente a traves de determinaciones séricas de estradiol (E)),
progesterona (P4), hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH).
Las muestras sanguineas fueron colectadas de la arteria marginal de la

oreja en el preoperatorio (muestras basales) y en el postoperatorio a la 22, 62y
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102 semanas y fueron centrifugadas de inmediato a 3000 rpm durante 10 minutos,
el suero obtenido se guardé en congelacion a -70°C hasta efectuar las
determinaciones hormonales por método de quimioluminicencia. EI minimo nivel
detectable con un grado de confianza del 95% por esta técnica es de 20 pg/mL
para E,, 0.08 ng/mL para P4, 0.2 mUI/mL para FSH y 0.2 mUI/mL para LH (Ver

ANEXO 1).

E) Fertilidad.
Las conejas que quedaron gestantes se vigilaron durante la gestacion. Al
nacimiento de las crias y durante las siguientes dos semanas, se determinaron

sus caracteristicas en busca de anomalias congénitas macroscopicas.

F) Exploraciéon quirdrgica.

La exploracion quirdrgica y eutanasia de las conejas se efectudé a la 102
semana del postoperatorio. Se describieron las caracteristicas macroscopicas
tubo-ovaricas y de Uuteros. Bajo el microscopio quirdrgico, se buscaron
intencionalmente adherencias tubo-ovaricas. Para su valoracion se empled la
siguiente clasificacion: grado 0 ausencia de adherencias, grado + (leve) las
adherencias cubrian menos del 25% de la superficie tubo-ovarica; grado ++
(moderado) las adherencias cubrian hasta el 50% de la superficie tubo-ovarica,
grado +++ (severo) cuando las adherencias cubrian mas del 50% de la superficie
tubo-ovérica con o sin involucrar adherencias de otros érganos y/o epiplén. La
evaluacion de la permeabilidad istmica, arterial y venosa se realizé con la

observacion directa del sitio de anastomosis bajo el microscopio.
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G) Estudio histopatoldgico.

La trompa de Falopio, ovario y uteros, se fijaron inmediatamente en
formaldehido amortiguado con fosfatos al 10 por ciento. Se procesaron con
técnicas convencionales para microscopia de luz y se tifieron con hematoxilina y
eosina para estudio histolégico. Se revisoé la arquitectura histologica de los uteros,
endometrio y del aloinjerto tubo-ovarico, en ovario se determinaron los diferentes
estadios del desarrollo folicular, estroma, ovulacion, regresion del cuerpo Iuteo y

en el oviducto se revisaron caracteristicas del epitelio tubario.

8. ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizé una prueba de MANOVA con un post hoc de Tukey para
comparar los cuatro grupos, en las comparaciones de dos en dos se utilizd una
prueba de t de Student. En las pruebas de proporciones se utilizé una prueba de
X cuadrada. En todas las pruebas se considerdé una alfa de 0.05. Se utilizo el

programa SPSS version 13.

9. CONSIDERACIONES ETICAS.

Los animales fueron tratados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana 062-
Z00-1999, del manejo de animales de laboratorio (98), siendo operados bajo
anestesia general, con técnica quirargica estéril, asi como la administracion de
antimicrobianos y analgésicos durante el postoperatorio, para evitar cualquier

sufrimiento durante o después del procedimiento quirdrgico.



48

10. RESULTADOS.
Mortalidad y morbilidad.

En el grupo 1 control, se cuantificaron dos defunciones. La coneja C-1,
murio a la 72 semana del postoperatorio, la causa de la muerte fue gastroenteritis
infecciosa con deshidratacién, en la necropsia encontramos anexo derecho y
Gteros sin aparente patologia; la coneja C-3, murio el dia 24 del postoperatorio, en
la necropsia encontramos oclusion intestinal secundaria a Tricobezoar (estbmago
compactado por pelo y alimento), el anexo derecho se encontré de aspecto
macroscopico normal.

En el grupo 3, hubo dos defunciones, la coneja C-1, murio a las 24 horas
posterior a la cirugia del trasplante, en la autopsia se encontr6 como causa de la
muerte pulmon izquierdo hemorragico, secundario iatrogénia durante la
introduccion del catéter orogastrico a pulmoén izquierdo mas la administracion de
4ml de liquido (CsA diluida en solucion glucosada al 20%); el injerto tubo-ovarico
se encontré macroscopicamente normal. La segunda muerte fue de la coneja C-6,
y ocurri6 en el dia 31 del postrasplante, durante el postoperatorio presento
pérdida de peso de 1070 g, se encontro en la autopsia el injerto tubo-ovarico de
aspecto macroscopico normal y libre de adherencias. La histologia del injerto
tubo-ovéarico y utero sin cambios significativos, concluyendo que murié por
inanicion.

En el grupo 1, las conejas C-7 y C-8, presentaron dehiscencia parcial de
herida quirargica, que se resolvieron con curacion diaria con isodine. En el grupo
3, la coneja C-3, también presentd dehiscencia parcial y la coneja C-2, curso con

absceso de pared abdominal y dehiscencia total de herida quirargica. La primera
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se resolvié con curacion diaria con isodine, en tanto que la segunda se le
administré ademas enrofloxacina 5 mg/kg/dia i.m. durante 5 dias y se realizo re-
sutura con alambre bajo anestesia general. Las conejas C-9 del grupo 1, C-4 del
grupo 2, también presentaron absceso de pared que se resolvio con drenaje,
curacion diaria y administracion de antimicrobiano.

En el grupo 3, las conejas C-7 y C-10, presentaron lesion de intestino
delgado, en la primera, al finalizar el trasplante encontramos lesion perforante de
aproximadamente 4 mm con salida de contenido intestinal, la cual se repard en
dos planos con puntos separados usando nylon 10-0, evolucion6
satisfactoriamente y la segunda al realizar apertura de cavidad peritoneal, lesion
de asa intestinal interesando luz, en toda su pared anterior, se repar6 en dos
planos con nylon 10-0, evolucioné satisfactoriamente.

En el grupo 2, a la coneja C-6, se le realizé una ligadura inadvertida del
uréter derecho durante la cirugia del trasplante, evolucioné durante el
postoperatorio sin aparentes complicaciones. En el grupo 3, la coneja C-8,
presento textiloma iatrogénico durante la cirugia del trasplante (una gasa en
cavidad abdominal), evolucioné el postoperatorio sin aparentes complicaciones.

En las tablas 2 y 3, observamos que el grupo 3 presentd mayor morbilidad

que los demas grupos.



Tabla 2. Mortalidad y Morbilidad en los 4 grupos.
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Dehiscencia Absceso Lesion Ligadura
Grupo Defuncién herida de pared intestinal de uréter Textiloma
quirargica derecho
Grupo 1 2 2 1 0 0 0
(n=10)
Grupo 2 0 0 1 0 1 0
(n=10)
Grupo 3 2 2 1 2 0 1
(n=10)
Grupo 4 0 0 0 0 0 0

(n=5)
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Tabla 3. Variables que se observaron durante el desarrollo del experimento en

cada uno de los grupos.

No. Grado
Grupo Coneja Mortalidad Morbilidad Apareamiento  Gestacion crias Rechazo de
adheren
cias
1 Defuncion
2 Positivo Positiva 5 0
3 Defuncion
g 4 Patologia tubaria Positivo Pseudoembarazo Il
‘-:’ 5 Positivo Positiva 2 I
@ 6 Positivo Positiva
8 7 Dehiscencia parcial de herida Positivo Positiva 5
— Qx
8 Dehiscencia parcial de herida Positivo Positiva 6 0
Qx
9 Absceso de pared abdominal Positivo Positiva
10 Positivo Positiva
1 Negativo Negativa si Il
< 2 Negativo Negativa si I}
8 3 Positivo Negativa si [
% 4 Absceso de pared abdominal Negativo Negativa si I}
% 5 Positivo Negativa si Il
é- 6 Ligadura de uréter derecho Negativo Negativa si I}
©
“é 7 Positivo Negativa si 1l
< 8 Negativo Negativa si I}
N 9 Negativo Negativa si I
10 Negativo Negativa si 1l
1 Defuncion
Absceso de pared abdominal Positivo Pseudoembarazo no 0
y dehiscencia total de herida
% Qx
O 3 Dehiscencia parcial de herida Negativo Negativa si Il
5 Qx
3 4 Positivo Positiva 1 no 0
% 5 Positivo Negativa si |
E‘ 6 Defuncién
©
‘g 7 Lesion perforante de asa Negativo Negativa si I}
P intestinal
- 8 Gasa (Textiloma) Positivo Pseudoembarazo no I}
Positivo Negativa si Il
10 Lesion perforante de asa Negativo Negativa si I}
intestinal
< 1 Positivo Positiva 2 0
8 2 Positivo Positiva 3 0
S 3 Positivo Positiva 4 0
g 4 Positivo Positiva 2 |
w 5 Positivo Positiva 3 0
<
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Peso Corporal.

El registro del peso, en las conejas, de cada uno de los grupos, en los
diferentes tiempos se muestra en la Figura 5. Obsérvese que el peso de las
conejas del grupo 4 fue mayor que el de las conejas de los grupos 1, 2y 3 (p <
0.05), es probable que fue debido a que este grupo 4, no presentdé complicaciones

durante el transoperatorio, ni durante el postoperatorio.
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Figura 5. Comparacion de los pesos de los 4 grupos estudiados.

Evaluacion de la cirugia.

Se efectuaron un total de veinte anastomosis tubarias istmica-istmica con
una permeabilidad inmediata del 100% y permeabilidad tardia del 15%. Se
realizaron un total de 40 anastomosis vasculares, en dos de los trasplantes se
tuvo dificultad técnica durante la diseccién de la arteria y/o vena ovérica

receptora, debido a variabilidad anatomica de vasos, con dos y tres arterias o
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venas colaterales, resultando la anastomosis venosa o arterial entre vasos de
menor calibre y con mayor dificultad técnica, con trombosis venosa en dos casos
y arterial en uno al retirar pinza vascular, con una permeabilidad inmediata del
92.5% y con una permeabilidad tardia 16.6%. El diametro interno del istmo tubario
en las conejas donadoras y receptoras tuvo una media de 1.04 mm EE 0.03 mm,
el diametro externo con una media de 2.18 mm EE 0.04 mm, el diametro externo
de la vena tuvo una media de 0.89 mm EE 0.03 mm y la media de la arteria fue

de 0.72 mm EE 0.03 mm.

Tiempos de isquemia.
En los grupos 2 y 3, durante el tiempo de isquemia caliente, no hay
diferencia significativa, mientras que el tiempo de isquemia fria fue menor en el

grupo 2, p=<0.05 (Tabla 4).

Tabla 4. Tiempos de isquemia en los grupos de alotrasplante tubo-ovarico.

Tiempo de isquemia

Grupo Caliente Fria
(segundos) (minutos)
2 126.0+ 2.6 105.1+2.2
3 122.6 + 3.0 119+2.2*

Los resultados se expresan en media + error estandar. * p < 0.05 con respecto al grupo 2
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Tiempo de anastomosis.
La Tabla 5 muestra los diferentes tiempos, en realizar las anastomosis
istmica, venosa y arterial. Podemos observar que no hay diferencias significativas

entre los grupos 2y 3, p > 0.05

Tabla 5. Tiempo de triple anastomosis.

Grupo Tiempo de anastomosis en minutos
istmica Venosa Arterial
2 13.0+0.54 16.0 £ 0.47 14.0 £ 0.47
3 12.7 £ 0.50 17.0£0.37 13.5+0.43

Los resultados se expresan en media + error estandar.

Tiempo quirargico del trasplante.

En la Tabla 6 se compara el tiempo quirdrgico en la donadora, en la
receptora y tiempo quirdrgico total del trasplante en los grupos 2 y 3. Se observa
diferencia significativa entre los dos grupos. El mayor tiempo quirargico en el

grupo 3 fue por que hubo mas conejas con complicaciones transoperatorias.
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Tabla 6. Tiempo quirdrgico del trasplante.

Tiempo quirdrgico en minutos
Grupo
Donadora Receptora Total
2 426 £ 2.6 139.1+2.6 181.7+ 3.9
3 525+2.1+* 149.7+3.6* 202.2+2.7*

Se encuentran diferencias significativas * p < 0.05 con respecto al grupo 2. Los resultados se

expresan en media + error estandar.

Fertilidad.

En el grupo 1 control (SOI sin CsA), solamente una coneja (C-4) no quedo
gestante curs6 con pseudoembarazo clinico, niveles séricos hormonales
sugestivos de ovulacion, en la exploracion quirdrgica en la eutanasia encontramos
a nivel de la fimbria tubaria mdultiples quistes milimétricos paratubarios que
pudieron haber interferido en la captura ovular durante la ovulacion y en
consecuencia no quedar gestante.

En el grupo 2 (alotrasplante sin CsA), ninguna coneja quedod gestante, en
todas se presentd rechazo inmunolégico al aloinjerto documentado por el estudio
histolégico.

En el grupo 3 (alotrasplante con CsA), cinco conejas presentaron rechazo y
tres restantes no lo presentaron, de estas sélo una (C-4), quedd gestante,
pariendo una cria macroscépicamente normal. Las otras dos conejas (C-2 y C-8)
con ausencia de rechazo que no quedaron gestantes, la primera fue la coneja que

curs6 con absceso de pared y dehiscencia total de herida quirargica que requirié



56

re-sutura, durante el apareamiento hubo recepcién del macho y durante la
exploracion quirargica al final del estudio se encontré el injerto tubo-ovarico de
apariencia macroscopica normal y libre de adherencias. No podemos explicar por
qué no quedo gestante. En la segunda coneja en la exploracion quirargica al final
del estudio, encontramos un textiloma (gasa) con proceso adherencial que
involucraba injerto tubo-ovarico con asas intestinales. Los niveles séricos de
hormonas en las dos conejas fueron sugestivos de ovulacion, cursando ademas
con pseudoembarazo clinico.

En el grupo 4 control (SOI con CsA), las cinco conejas quedaron gestantes,
cursando el embarazo sin aparentes complicaciones, las crias al ser exploradas,
no presentaron malformaciones congénitas. La receptividad de las conejas
durante el apareamiento, las conejas gestantes, la duracion de la gestacion y el
namero de crias en cada grupo se muestran en las Tablas 7 y 8. Durante el
apareamiento, observamos que la hembra receptiva, acepto al macho en la monta
y el macho al terminar la eyaculacion, presentd una caracteristica “caida” lateral.
La coneja que no fue receptiva, la monta del macho no ocurrié. En la tabla 7 se
puede observar que los cuatro grupos tienen comportamiento diferente entre si, p
< 0.05. El pseudoembarazo se caracterizé por que durante la semana previa a la
fecha probable de parto, la coneja “tira” mucho pelo, para hacer su nido.

En la tabla 8, se observa claramente que en los grupo 1 y 4 (grupos
control) el numero de conejas gestantes es mayor (p< 0.05). La duracion de la
gestacion fue similar en los grupos 1, 3y 4.

En la exploracion fisica que se realizé diariamente, a cada una de las crias,

de los grupos 1, 3 y 4, durante dos semanas, no se encontraron malformaciones



congénitas en ningun caso.

Tabla 7. Conejas receptivas durante el apareamiento.
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Pseudo-
Grupo Receptiva  No receptiva embarazo Total
1 8 (100%) 0 (0%) 1 (10%) 8
2 3 (30%) 7 (70%) 0 (0%) 10
3 5 (62.5%) 3 (37.5%) 2 (25%) 8
4 5 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 5

Tabla 8. Conejas gestantes, duracion de la gestacién y nimero de crias en los 4

grupos.
Tiempo de
Grupo Gestante  gestante gestacion NUumero Total
(dias) de Crias
1 7(87.5%) 1(12.5%) 32.7 4.1 8
2 0 (0%) 10 (100%) 0 0 10
3 1(12,5%) 7 (87.5%) 31 1 8
4 5 (100%) 0 (0%) 31 2.8 5
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Niveles hormonales.

Los niveles séricos de estradiol (E2), progesterona (P4), hormona foliculo
estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), de los grupos 1, 2, 3y 4, en el
periodo basal, 23, 62, y 10® semana del estudio, se muestran en las Figuras 6-9.

Estradiol. Durante la 22 semana del postoperatorio, hay una caida en los
niveles seéricos de estradiol en todos los grupos. En la 6% semana, que
corresponde a la segunda semana de gestacion, los niveles séricos de estradiol
presentan un incremento en los grupos 1, 3 y 4, pero el grupo 2, presenté una
disminucidn significativa (p < 0.05); finalmente en la semana 102, que corresponde
a la 22 semana del posparto, los niveles séricos de estradiol, en todos los grupos,
presentan un descenso, con respecto a la medicion anterior, excepto en el grupo
2, que permanecen bajos (p < 0.05). Obsérvese que el grupo 2 es el que marca la
diferencia con los demas grupos (p < 0.05) y correspondio al grupo en el cual,

todas las conejas presentaron rechazo. Figura 6.
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Figura 6. Niveles séricos de estradiol en las conejas de los 4 grupos.
Obsérvese que el grupo 2 presenta una caida en los niveles de
estradiol a partir de la semana 2 (p < 0.05).

Progesterona. Durante la 22 semana del postoperatorio, la caida en los
niveles séricos de progesterona, es similar en los 4 grupos; en la 62 semana, que
corresponde a la 22 semana de gestacion, los niveles séricos de progesterona,
aumentaron en los grupos 1 y 4 (grupos controles), siendo el incremento menor
en el grupo 3 (p < 0.05); finalmente en la semana 102, que corresponde a la 22
semana del posparto, los niveles séricos de progesterona, en los grupos 1, 3y 4,
presentan un descenso. Obsérvese que el grupo 2 es el que marca la diferencia
con los demas grupos (p < 0.05) y correspondié al grupo en el cual, todas las

conejas presentaron rechazo. Figura 7.
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Figura 7. Niveles sérico de progesterona en los 4 grupos de conejas.
En el grupo 2 y 3 se observa una concentracién menor
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comparados con los grupos 1y 4 (p < 0.05).

Hormona foliculo estimulante. En el grupo 2, el cual todas las conejas
presentaron rechazo, observamos que los niveles séricos de FSH, permanecen
mas altos, que en el resto de los grupos, siendo significativa esta diferencia solo
en la semana 102 (p < 0.05). Los grupos 3 y 4, presentaron un comportamiento
similar durante todo el estudio. En comparacion, el grupo 1, en la semana 62y 102
permanece con niveles bajos (p < 0.05), que el resto de los grupos. Obsérvese
que el grupo 2 es el que marca la diferencia con los demas grupos (p < 0.05).

Figura 8.
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Figura 8. Niveles séricos de FSH en los cuatro grupos de conejas.
Las concentraciones del grupo 2 se mantienen por arriba
de los demas grupos en la semana 2y 10 ( p < 0.05).
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Hormona luteinizante. En el grupo 2, en el que todas las conejas

presentaron rechazo, observamos un incremento en los niveles séricos de LH, a

partir de la 22 semana, siendo mas pronunciados en la semana 102 (p < 0.05). Los

grupos 3 y 4, presentaron un comportamiento similar durante las semanas 22 y

102, observandose una elevacion en ambos grupos, solo en la semana 102 (p <

0.05); sin embargo el grupo 1, permanece similar al grupo 3 y 4, excepto en la

semana 102, donde los niveles permanecen bajos (p < 0.05). Obsérvese que el

grupo 2 es el que marca la diferencia con los demas grupos (p < 0.05) y

correspondio al grupo en el cual, todas las conejas presentaron rechazo. Figura 9.
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Figura 9. Niveles séricos de LH en los cuatro grupos del estudio.
El grupo 2 mantiene niveles séricos de LH superiores al grupo

lenlas semanas 2,6y 10 (p < 0.05).
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Exploracién quirdrgica y eutanasia.

En la exploracion quirdrgica al final del estudio en cada coneja, se realiz6 a
la 102 semana del postoperatorio, en el grupo 1 (control, SOI sin la administracion
de CsA), hubo 2 casos con adherencias, en el grupo 4 (control, SOI con la
administracion de CsA), se presentd un solo caso con adherencias, en los 3
casos, de ambos grupos, las adherencias se presentaron, en el muiion del anexo
extirpado, involucrando epiplon en dos casos y asa intestinal en un caso,
posiblemente por hemostasia insuficiente y manipulacion excesiva, durante la
diseccion y exéresis del anexo. En el grupo 2 (alotrasplante sin la administracion
de CsA), en todos los casos se encontraron adherencias, 4 casos con grado Il y 6
casos con grado lll. En el grupo 3 (alotrasplante con la administracion de CsA),
hubo 2 casos con ausencia de adherencias, un caso con adhrencias grado |, un
caso con adherencias grado Il y 4 casos con adhrencias grado ll.

Los aloinjertos tubo-ovaricos viables fueron identificados por conservar su
tamafio normal, color rosa brillante, se observo la presencia de foliculos en la
superficie del ovario, libre de adherencias, los uteros de tamafio normal y de color
rojo brillante. Los injertos con rechazo se caracterizaron por encontrarse
encapsulados no identificables, con fibrosis en su superficie, de color amarillento,
consistencia firme, algunos con adherencias que involucraban uteros, fondo de
saco vaginal posterior, vejiga o0 asas intestinales, otros con hinchazdn,
tumefaccion o edema, de color gris oscuro con presencia de hemorragia,
manchas necroticas en la superficie del ovario 0 necrosis extensa. La reduccion

del tamafio o encogimiento y palidez fueron caracteristicas de la hipotrofia



(Figuras 10-12).

Figura 10. Rechazo del aloinjerto tubo-ovarico. La pinza sefiala el
encapsulamiento del aloinjerto (a), atero hipotréfico (b) y adherencia de
una asa intestinal (c).
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Figura 11. Rechazo del aloinjerto tubo-ovarico. Se observa el (tero
hipotrofico y el encapsulamiento del aloinjerto y adherencia de un asa intestinal.

Figura 12. Rechazo del aloinjerto tubo-ovarico. a) Se observa los dos
Gteros con hipotrofia.

Estudio histoldgico.

En las conejas de los grupos control 1 y 4, el estudio histolégico de los
ovarios, oviductos y Uteros, no mostraron cambios significativos.

En las conejas del grupo 2 (sin la administracion de CsA) y en
cinco conejas del grupo 3 (con la administracién de CsA), que presentaron rechazo,
en el estudio histolégico el ovario con rechazo, asi como el oviducto, se
caracterizé por presentar en proporciones variables: necrosis coagulativa difusa,
hemorragia, agregados de células inflamatorias principalmente macréfagos
epitelioides, infiltrado linfocitario, cambios degenerativos en los foliculos,

proliferacion de tejido conectivo fibroso, depdsitos multifocales de material
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granular basofilico y material extrafio refringente, engrosamiento de pared de
vasos sanguineos con trombosis vascular y tejido necrético esparcido, la grasa
periférica del ovario con areas de necrosis, inflamacion granulomatosa y fibrosis;
ademas el oviducto presentd esclerosis de su pared. Los Uteros presentaron
disminucion del espesor del endometrio y del nimero de glandulas endometriales
(hipotrofia) con hemorragias multifocales en el estroma endometrial (Figuras 13-
18).

En el estudio histoldgico, en los tres casos sin rechazo del grupo 3, en el
ovario se encontrd solo escasa infiltracién linfocitica o de células plasmaticas y el
estroma mostré apariencia normal, con desarrollo folicular en diferentes estadios y
cuerpos blancos; la salpinge con epitelio normal y el Gtero con endometrio glandular

normal.

Figura 13. Corte histoldgico de ovario de coneja sin rechazo inmunolégico.
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Se observa un foliculo maduro del lado derecho (a) y estroma ovarico
normal (b) del lado izquierdo. HE; 100 X.

S #"

2

Figura 14. Corte histolégico de ovario de coneja con rechazo inmunolégico. Se
distingue un foliculo (a) lleno de restos celulares (detritos). El estroma circundante
(b) exhibe necrosis coagulativa caracterizada por marcada eosinofilia y cariolisis
de las células estromales; sin embargo, la arquitectura tisular aun es reconocible.

HE; 100 X.
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Figura 15. Corte histolégico de oviducto de coneja intacto (sin rechazo
inmunoldgico). Se observa en todo el corte pliegues de la mucosa (a) sostenidos
por escaso tejido fibrovascular y revestidos por un epitelio columnar
seudoestratificado con células ciliadas y no ciliadas (b). HE; 100 X.
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Figura 16. Corte histologico de oviducto de coneja con rechazo inmunologico. La
pared del oviducto, incluyendo la lamina propia de la mucosa estan expandidos
por la presencia de abundante tejido conectivo rico en colagena hialina
(esclerosis) (a). En la mucosa, el epitelio de revestimiento exhibe hipereosinofilia y
exfoliacion parcial. c) Los pliegues son cortos, amplios (b) y en ocasiones estan
fusionados. En la periferia se aprecian focos de hemorragia de tamafio variable
(d). HE; 100 X).
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Figura 17. Utero de coneja con aloinjerto sin rechazo inmunoldgico. Se observan
varios pliegues endometriales que se proyectan hacia la luz del 6érgano (a). El
epitelio superficial (b) es columnar simple y las glandulas endometriales estan
revestidas por un epitelio columnar alto con nucleos basales. El estroma
endometrial (c) es muy celular y ricamente vascularizado. HE; 100 X.
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Figura 18. Utero de coneja con aloinjerto de ovario y rechazo inmunoldgico. La
luz del cuerno uterino esta reducido de tamafio (hipotréfico) (a), el endometrio (b)
exhibe escaso estroma, glandulas y pliegues. HE; 40 X.
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11. DISCUSION.

El trasplante de ovario, de trompa Falopio y de utero, con el objetivo de
restablecer la fertilidad y/o la funcion endocrino ovarica, ha sido realizado en
diferentes especies de animales como cobayo, hamster, rata, coneja, perra, oveja,
cerda, primate y en la mujer (37-40, 45-63, 75-97). En la mujer se ha trasplantado
la trompa de Falopio, en 21 casos, con el objetivo de restablecer la fertilidad, sin
haber tenido éxito. En ocasiones se han obtenido de la donadora viva, la trompa
de Falopio y el ovario, para trasplantar la trompa de Falopio y desechar el ovario
(39, 46, 48).

El trasplante de trompa de Falopio o de ovario, de manera aislada, tiene el
inconveniente de cortar las relaciones anatomicas existentes entre el oviducto y el
ovario, como es la delicada y abundante microcirculacion fimbrio-ovarica, ademas
se interrumpe la integridad anatdmica y vascular a través del mesosalpinx y
mesovario, lo que afecta la funcion 6ptima del oviducto durante la ovulacion.

Otros autores, para facilitar la técnica quirdrgica y simplificar el trasplante,
han realizado en hamster, rata y coneja, el trasplante de atero, oviducto y ovario
(61, 79, 82, 83) con el objetivo de restablecer la fertilidad, estos investigadores
han propuesto resolver el problema de infertildad por dafio tubario y/u ovérico
irreversible, utilizando el alotrasplante tubario y/o de ovario.

Nosotros trasplantamos la trompa de Falopio y el ovario, juntos, como
“unidad anatomo-funcional”, con lo que mantuvimos integra la relacion fimbrio-
ovarica, no interfiriendo con la captura ovular por la fimbria tubaria durante la
ovulacion, obtuvimos una coneja gestante del grupo 3 (alotrasplante con la

administracion de CsA), en este grupo, tres conejas no presentaron rechazo.
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Demostramos el restablecimiento de la funcién endocrina ovarica y de la fertilidad,
aungue el porcentaje de conejas gestantes obtenido no fue significativo.

Diversas publicaciones en la literatura, de trasplante de O&rganos en
ginecologia experimental, realizados en diversas especies de animales, han
omitido registrar alguno(s) de los diferentes tiempos quirdrgicos durante la cirugia
del trasplante, como son el registro del tiempo de isquemia caliente, el tiempo de
isquemia fria, el tiempo de las anastomosis tubaria, venosa y arterial; el tiempo
quirurgico en la donadora y en la receptora, asi como el tiempo quirurgico total del
trasplante (38-40, 45-63, 76-93, 96, 97). Otros trasplantes han sido realizados, sin
efectuar perfusion del injerto (81, 83, 85, 86) ni preservacion del injerto en
hipotermia (79, 85, 86). También han omitido describir el tipo de anastomosis
empleada, material de sutura utilizado y numero de puntos en cada una de las
anastomosis realizadas, (85, 86). Por otro lado, al revisar la literatura en
trasplante de organos en ginecologia experimental y clinica, encontramos que
ningun estudio registrd, de manera independiente el tiempo de isquemia caliente y
ni el tiempo de isquemia fria, los cuales son de vital importancia para la viabilidad,
sobrevida y funcion del injerto, ademas cada uno de estos tiempos, tiene un
pronéstico diferente.

En trasplante de 6rganos, el aspecto técnico de la cirugia del trasplante, es
uno los diversos factores que determinan la viabilidad, sobrevida y funciéon del
injerto, entre otros factores determinantes, se encuentra la compatibilidad del
HLA, la inmunodepresion farmacoldgica utilizada; el dafio de la isquemia-
reperfusion, el cual es dependiente de la duracion del tiempo de isquemia

caliente, del tiempo de isquemia fria, de la solucidén de perfusion utilizada y de la
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preservacion del injerto en hipotermia.

Nuestro grupo realizé durante la técnica quirargica del trasplante tubo-
ovarico una simulacion de cada uno de los diferentes tiempos quirdrgicos que se
realizan en el trasplante de 6rganos en la clinica. Trabajamos con dos equipos
quirdrgicos, un primer equipo quirargico con la coneja donadora, para la
procuracion del injerto, y el 2° equipo quirdrgico con la coneja receptora, para
perfusion, cirugia de “banco” y trasplante. Registramos cada uno de los diferentes
tiempos quirdrgicos del trasplante, en la coneja donadora y en la coneja
receptora, como son el tiempo de isquemia caliente, el tiempo de isquemia fria, el
tiempo de cada una de las anastomosis y el tiempo quirdrgico total. Efectuamos
perfusion hipotérmica del aloinjerto, ademas colocamos el injerto envuelto en una
gasa con hielo para preservarlo en hipotermia a 4°C durante la triple anastomosis.
Por otro lado al cateterizar la arteria ovarica, nos permitié realizar la perfusion
hipotérmica intermitente del injerto durante la anastomosis venosa, lo que distendio
la luz en ambos extremos del vaso (donador y receptor), evitando que las paredes
de la vena sumamente delgadas se plieguen y adhieran, no incluyendo la pared
posterior o anterior al momento de colocar cada punto, ademas permitié colocar
cada punto de la anastomosis venosa en un solo tiempo quirargico (8 a 10 en total),
en lugar de dos tiempos quirdrgicos tradicionales, lo que facilito la técnica quirdrgica
microvascular y abreviamos el tiempo quirdrgico para la anastomosis venosa,;
ademas la perfusion intermitente durante la anastomosis venosa, nos permitid
observar que no existieran fugas al término de la misma. Para realizar las
anastomosis vasculares, empleamos una pinza vascular en la vena receptora y no

utiizamos pinza vascular en la vena del injerto, de la misma manera para la
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anastomosis arterial, solamente utilizamos una pinza vascular en la arteria receptora
y no utilizamos pinza vascular en la arteria del injerto, lo que disminuyd la tension y
traumatismo de los vasos durante las anastomosis, disminuyendo la posibilidad de
trombosis.

Durante la exploracion quirdrgica, al final del experimento, observamos que
todos los aloinjertos con rechazo, presentaron algun grado de proceso adherencial y
todos se encontraron encapsulados por tejido de aspecto peritoneal muy
vascularizado, no se pudo identificar la trompa de Falopio ni el ovario, por la
presencia de fibrosis. La técnica de microcirugia, permiti6 un manejo delicado de los
tejidos, que disminuyd la presencia de adherencias en los dos grupos control (1y 4),
asi como en dos, de tres conejas del grupo 3, que no presentaron rechazo.

El trasplante o implante de ovario y/o trompa de Falopio, o de utero, con el
objetivo de restablecer la funcidn endocrina ovarica y de fertilidad, ha sido
estudiada en diversas especies de animales y en la mujer, empleando técnicas de
macro y microcirugia vascular, con diversos resultados, usando en algunos casos
de alotrasplante la inmunodepresion farmacolégica como monoterapia a base de
CsA, doble esquema con AZA-PDN, CsA-PDN vy triple esquema con AZA-PDN-
CsA (46,48, 54-59, 76-83, 86, 95). Diversos autores, en cirugia experimental han
utilizado ciclosporina como monoterapia con diversos resultados, Green en 1982
(77) realizo 15 alotrasplantes de anexo tubo-ovarico y 5 alotrasplantes de ovario,
ortotopicos en conejas, administré CsA 10 y 15 mg/kg/dia y obtuvo 14 aloinjertos
viables y 4 injertos con rechazo. Cornier en 1985 (82) informé de 12
alotrasplantes de trompa de Falopio y ovario ortotépico en la rata, administro 20

mg/kg/dia de CsA, obtuvo 5 rechazos y 7 injertos viables. Scout en 1987 (83)
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comunicé de 12 alotrasplantes de oviducto y ovario ortotépico en la rata,
administré 15 mg y 5 mg/kg/dia de CsA, obtuvo 7 injertos viables y 5 rechazos. Al
Chalabi en 1991 (84) informé de 10 alotrasplantes de ovario ortotopicos en la
coneja, administr6 CsA 15 mg/kg/dia por 14 dias, obtuvo 6 rechazos y 4 injertos
viables. Carmona en 1993 (86) informo de 27 alotrasplantes de oviducto y ovario
ortotopico en la coneja, administré CsA 15 y 5 mg /kg/dia obtuvo 19 viables y 8
no viables.

Nosotros utilizamos CsA como monoterapia, consideramos que la dosis
que administramos inicialmente de 10 mg/kg/dia durante 3 semanas fue suficiente
para mantener la viabilidad, sobrevida y funcién del injerto, como lo demuestran
los niveles séricos de E,, P, determinados durante las primeras 6 semanas del
estudio, aunque la disminucion a 5 mg/kg/dia durante el resto del estudio resultd
ser una dosis insuficiente para prevenir y tratar el rechazo del aloinjerto. En el
grupo 3 de alotrasplante con la administracion de CsA, obtuvimos 3 injertos
viables y 5 con rechazo, los cuales se presentaron de manera tardia y la
disfuncion del ovario se vio reflejada en la caida de los niveles séricos de E;, P4 e
incremento de FSH y LH posterior a la 62 semana. El rechazo se presento en
todos los alotrasplantes, a los que no se les administr6 inmunodepresion
farmacoldgica (grupo 2) caracterizado por destruccion del tejido ovarico, con
intenso infiltrado linfocitario y substitucion por tejido conectivo fibroso, ademas del
engrosamiento de la pared de los vasos sanguineos. Observamos que la
disminucioén en los niveles séricos de E,, P, fue a partir de la segunda semana
del postoperatorio, asi mismo el incremento de los niveles de la FSH y LH fue

también a partir de la segunda semana, lo que sugiri6 una disfuncion o falla
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ovarica.

Por lo que proponemos, que en el alotrasplante tubo-ovarico o de utero
experimental, debera manejarse la clasica terapia de inmunodepresion, que es
utilizada en trasplante de 6rganos, que consiste en administrar: el tratamiento de
induccion, el tratamiento de mantenimiento y el tratamiento del rechazo crénico-
agudizado cuando éste se presenta, aunado a la monitorizacion de los niveles
séricos optimos de cada uno de los farmacos administrados; por otro lado, en el
animal receptor, se debera monitorizar la viabilidad y funcién del aloinjerto, a
través de determinaciones séricas de E2, P4, FSH, LH, ultrasonido abdominal,
citologia vaginal seriada, entre otros, para realizar un diagndstico y tratamiento
oportuno de la disfuncién del injerto.

Por otro lado, se han documentado dafio al ovario en la coneja con la
administracion de CsA a dosis de 15 mg/kg/dia, caracterizado por engrosamiento
de la capsula, fibrosis del estroma y cambios degenerativos en foliculos y ovocitos
(80,84), en nuestro estudio no encontramos este dafio en la estructura del ovario
en las tres conejas alotrasplantadas del grupo 3, que no presentaron rechazo, ni
en el ovario de conejas del grupo 4, tal vez porque la dosis que administramos de
ciclosporina, fue menor que la reportada por otros autores.

En cobayo, hamster y rata, el trasplante tubo-ovarico, resulta imposible
realizar anastomosis termino-terminal (t-t), entre vasos ovaricos donador-receptor,
debido al diametro aproximado de 0.15 mm de la arteria y vena ovarica, teniendo
que recurrir a anastomosis t-t o t-l entre vena cava y arteria aorta, o que resulta
no adecuado transpolar los resultados para la mujer. La trompa de Falopio en

estas especies, se encuentra enrollada, formando un ovillo junto con el ovario, por
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lo técnicamente resulta imposible de realizar anastomosis t-t, en el oviducto de
estos animales. Ademas la perfusion del injerto tubo-ovarico se realiza de manera
indirecta a traveés de la arteria aorta y resulta no adecuada.

El trasplante tubo-ovarico en especies mayores como en la perra, oveja,
cerda y primate, los inconvenientes son su mayor tamafio y peso, como la oveja
con peso hasta de 70 kg (40) y cerdas hasta de 110 kg, asi mismo en cerdas la
longitud de los cuernos uterinos es de hasta 1.5 m. (63), lo que hace dificil la
procuracion y perfusion del érgano, por otro lado son excesivamente caros en su
costo de manutencion y requieren de grandes espacios para su estancia durante
el estudio, dificil la toma de muestras sanguineas para examenes de laboratorio.
El apareamiento y la reproduccion, son con mayores dificultades (63).

El trasplante tubo-ovarico en coneja, resultd un excelente modelo
experimental, que tiene muchas ventajas, son animales déciles, de facil manejo
anestésico y quirdrgico, como quedo demostrado en nuestro estudio, en donde
realizamos 55 cirugias inicialmente en todos los grupos y no tuvimos ninguna
defuncion durante el transoperatorio. Tienen un peso aproximado de 3 a 4 kg, con
visibles y adecuadas venas y arterias periféricas en las orejas, para la
cateterizacion, administracion de soluciones y farmacos durante la cirugia, para la
puncion frecuente y obtencion de sangre para los diversos estudios de laboratorio.
No requieren grandes espacios para su estancia, el mantenimiento alimenticio es
de bajo costo, facil apareamiento y por presentar ovulacion refleja, son faciles de
reproducir, con corta duracién de la gestacion (31 dias, en promedio). Ademas por
su similitud anatémica con la mujer, en cuanto a la longitud de la trompa de

Falopio, la relacion anatémica tubo-ovarica, cervicovaginal y la disposicion del
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pediculo vascular de los vasos ovaricos, semejante al ligamento infundibulo
pélvico en la mujer, permite realizar anastomosis vascular t-t entre vasos
ovaricos, anastomosis t-t entre los oviductos y anastomosis t-t entre la vagina del
injerto donado y la vagina en la coneja receptora. También la perfusion del injerto

a través de la arteria ovarica, resulta facil de realizar.

12.  CONCLUSIONES.

El alotrasplante tubo-ovarico ortotopico como unidad anatomo-funcional,
con microcirugia vascular, técnicamente es posible y restablecio la funcion
endocrino-ovarica, asi como la fertilidad.

La técnica quirargica microvascular utilizada en el alotrasplante tubo-
ovarico, demostré ser confiable, con cero mortalidad durante el transoperatorio.

La administracion de farmacos inmunodepresores es necesaria para evitar
el rechazo del aloinjerto tubo-ovarico en la coneja.

El uso de Ciclosporina como inmunodepresor en la coneja con
alotrasplante tubo-ovarico, permitié la viabilidad del mismo en el 37.5% de los
casos, asi como la recuperacion de la fertilidad en el 12.5%.

La administracion de ciclosporina, como monofarmaco inmunodepresor con
el esquema que la administramos, resultd insuficiente para evitar el rechazo en

cinco conejas.
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13. PERSPECTIVAS.

El alotrasplante tubo-ovarico estaria indicado en la mujer con disgenesia
gonadal, cuando la paciente, ha tenido intervenciones quirdrgica con ooforectomia
y/o salpingectomia bilateral, por enfermedad no maligna; en la mujer infértil por
dafio tubario (medial y distal) irreparable o cuando a la paciente infértil por las
causas anteriores, se le ha realizado fertilizacion in vitro y transferencia de
embriones a la cavidad uterina, y no ha tenido éxito.

El alotrasplante tubo-ovarico, seria una cirugia que desde un punto de
vista ético es justificable, ya que al restaurar la fertilidad en la mujer, se mejorara
su calidad de vida personal, marital, familiar, laboral y social. Ademas, se justifica
por que el deseo de la maternidad es un derecho legitimo y universal, con lo cual
se respeta la autonomia y justicia en estas mujeres. Por otro lado, en estos casos,
la paciente receptora y la donadora, recibiran orientacion de los riesgos-beneficios
del procedimiento quirdrgico. De los riesgos de la medicacion inmunodepresora,
con dosis minima-Optima, por tiempo limitado, para evitar, retardar y tratar el
rechazo, asi como de los riesgos para el recién nacido y, al aceptar, daran su
consentimiento informado, cumpliendo de esta manera, con los restantes
mandatos éticos, que son la beneficencia y la no maleficencia.

El trasplante tubo-ovarico alogénico ortotopico en la mujer infértil, seria
una técnica mas de reproduccion asistida, con el objetivo de restaurar la fertilidad,
sin los inconvenientes del FIV/TE como son: que es un procedimiento
excesivamente caro y por lo mismo, limitado a un minimo de la poblacion infértil,
con multiples riesgos y complicaciones, incluso mortales para la madre y el recién

nacido, sin olvidar los riesgos y complicaciones en la donadora de ovocitos.
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Ademas, este procedimiento de reproduccion asistida, no lo ofrece el Instituto
Mexicano del Seguro Social. Por otro lado, el Instituto Mexicano del Seguro
Social, cuenta con toda la infraestructura necesaria, para realizar el trasplante
tubo-ovarico, y seria un procedimiento semejante a cualquier trasplante de érgano
vital, con la diferencia de que al tratarse de un o6rgano no vital, la receptora del
alotrasplante tubo-ovarico, se encontraria sin ninguna falla organica terminal de
ningun érgano vital, clinicamente “sana”, inmunologicamente estable, que recibiria
inmunodepresion farmacologica a dosis minima-optima y, por tiempo limitado,
pudiendo ser suspendidos sin peligro de perdida de la vida, como ocurre, por
ejemplo, en receptores de corazon e higado. En cuanto a la donadora del injerto
tubo-ovérico, se seleccionara a la de mejor histocompatibilidad, prefiriendo en
primer lugar, a la donadora isogénica. Finalmente, debemos insistir que
actualmente el trasplante de 6rganos se realiza rutinariamente en el IMSS en

hospitales de 3er nivel, en todo el pais.
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ANEXO 1.

El ensayo Access E2 es un ensayo inmunoenzimatico de unién competitiva.
Se afiade una muestra a un tubo de reaccion con particulas paramagnéticas con
cabra anti-conejo: conejo anti-estradiol y una solucién de proteinas en tampon
Tris. Después de 20 minutos se aflade conjugado de estradiol con fasfatasa
alcalina. El estradiol en la muestra compite con el conjugado de estradiol-
fosfatasa alcalina por los lugares de unién en una cantidad limitada del anticuerpo
antiestradiol especifico. Los complejos antigeno-anticuerpo resultantes se unen al
anticuerpo de captura en la fase sdlida. Tras la incubacién en un vaso de
reaccion, los materiales unidos a la fase solida son retenidos en un campo
magnético mientras que los materiales que no han quedado unidos a la fase
solida se eliminan mediante lavado. A continuacion, se afiade al tubo de reaccion
el sustrato quimioluminiscente Lumi-Phos 530 y se mide la luz generada por la
reaccion utilizando un luminémetro. La producciéon de luz es inversamente
proporcional a la concentracion de estradiol en la muestra. La cantidad de analito
en la muestra se determina a partir de una curva de calibracion de puntos
multiples almacenada.
Principios del procedimiento para progesterona.

El ensayo Access P4 es un ensayo inmunoenzimatico de unién competitiva.
Se afiade una muestra a un tubo de reaccidn con anticuerpos de conejo anti-
progesterona, conjugado de progesterona-fosfatasa alcalina y particulas
paramagnéticas recubiertas con anticuerpos de cabra para captura anticonejo. La
progesterona de la muestra compite con el conjugado de progesterona-fosfatasa

alcalina por los lugares de fijacibn en una cantidad limitada de anticuerpos
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especificos anti-progesterona. Los complejos resultantes antigeno-anticuerpo se
fijan al anti-cuerpo de captura en la fase sdlida. La separacion en un campo
magnético y el lavado eliminan los materiales no fijados a la fase sélida. Tras la
incubacion en un tubo de reaccion, los materiales unidos a la fase solida son
retenidos en un campo magnético mientras que los materiales que no han
quedado unidos a la fase sdlida se eliminan mediante lavado. A continuacion, se
afade al tubo de reaccion el sustrato quimioluminiscente Lumi-Phos 530 y se
mide la luz generada por la reaccion utilizando un luminémetro. La produccion de
luz es inversamente proporcional a la concentracion de progesterona en la
muestra. La cantidad de analito en la muestra se determina a partir de una curva
de calibracion de puntos multiples almacenada.

Principios del procedimiento para hormona foliculo estimulante.

El ensayo accesss hFSH es un ensayo inmunoenzimatico de dos pasos
secuencial (“sandwich”). Se afiade una muestra a un tubo de reaccion con
particulas paramagnéticas recubiertas con complejos anticuerpo anti-ratbn de
cabra: anticuerpo anti-FSH de raton y tampon salino TRIS con proteina. El hFSH
se une al anti-cuerpo anti-hFSH de raton inmovilizado en fase sélida. La
separacion en un campo magneético y el lavado posterior eliminan los materiales
gue no se han unido a la fase sdlida. Tras esto, se afladen anticuerpos anti-hFSH
de cabra conjugados con fosfatasa alcalina que se unen a las hFSH previamente
unidas a las particulas. Se realiza una segunda separacion y con otro lavado se
elimina el conjugado que no se ha unido a la fase sdlida. Tras la incubacién en un
tubo de reaccion, separacibn en un campo magnético y lavado, retirar los

materiales no unidos a la fase soélida. Se afiade al tubo de reaccidén un sustrato
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quimioluminiscente, Lumi-Phos 530 y se mide la luz generada por la reaccion
utilizando un luminémetro. La produccion de luz es directamente proporcional a la
concentracion de hFSH en la muestra. La cantidad de analito en la muestra se
determina a partir de una curva de calibracion de puntos multiples almacenada.
Principios del procedimiento para hormona luteinizante.

El ensayo accesss hLH es un ensayo inmunoenzimatico de dos pasos
secuencial (“sandwich”). Se afiade la muestra a un tubo de reaccidon con
particulas paramagnéticas cubiertas con complejos anticuerpos anti-raton de
cabra: anticuerpos anti-hLH de raton y tampon salino TRIS con proteina. El hLH
se une al anticuerpo anti-hLH de ratdon inmovilizado en la fase solida. Los
materiales unidos a la fase sélida son retenidos en un campo magnético mientras
que los materiales que no han quedado unidos a la fase sdlida se eliminan
mediante lavado. Tras esto, se afiade el anticuerpo anti —hLH de cabra conjugado
con fosfatasa alcalina, el cual se une a las hLH que previamente se habian unido
a las particulas. EI conjugado que no se ha unido a las particulas se elimina
mediante una segunda separacion en campo magnético y otro lavado. Tras la
incubacion en un tubo de reaccion, separacion en un campo magnético y lavado,
retirar los materiales no unidos a la fase solida. A continuacion, se afiade al tubo
de reaccion el sustrato quimioluminiscente Lumi-Phos 530 y se mide la luz
generada por la reaccion utilizando un luminémetro. La produccion de luz es
directamente proporcional a la concentracion de hLH en la muestra. La cantidad
de analito en la muestra se determina a partir de una curva de calibracion de

puntos multiples almacenada.
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