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RESUMEN

Introduccion: El linfoma de Hodgkin (LH), es una neoplasia maligna que se presenta
primordialmente en adolescentes. Los tratamientos empleados son muy eficientes, con
sobrevida a 10 afios en el 80% de todos los pacientes diagnosticados; esto genera una
poblacién en edad reproductiva expuesta a agentes identificados como genotoxicos. Se sabe
que ABVD (adriamicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina) produce oligospermia y
azoospermia transitoria mientras que MOPP (mostaza nitrogenada, vincristina, procarbazina
y prednisona), produce oligospermia o azoospermia de larga duracién y azoospermia
permanente en aproximadamente 80% de los pacientes, sin que se sepa la condicion
genotdxica de los espermatozoides remanentes en ellos.

Objetivo: Evaluar las consecuencias genotoxicas del tratamiento anticancer que incluye
ABVD y MOPP en células germinales de pacientes con LH.

Metodologia: Se estudiaron muestras de semen de cuatro grupos de individuos: (I) 19
individuos sanos, (I1) 4 pacientes con LH antes de recibir tratamiento, (111) 23 pacientes con
LH tratados con ABVD y (IV) 21 pacientes con LH tratados con MOPP/ABVD. A todos los
individuos se les solicitd muestra de semen para realizar espermatobioscopia directa. Se
evalud la estructura de la cromatina espermatica por la metodologia SCSA (por sus siglas en
inglés: sperm chromatin structure assay) la cual detecta por citometria de flujo, el DNA
desnaturalizado, por dafio estructural. Se obtuvo el indice de fragmentacion del DNA (DFI)
(por sus siglas en inglés: DNA fragmentation index); se considerd un DNA estructuralmente
dafado cuando el DFI > 25%. A algunas de las muestras que resultaron positivas y otras
negativas para el DFI, se les realizd FISH (por sus siglas en inglés: fluorescence in situ
hybridization) con la metodologia AM8 para detectar dafio estructural y numérico en los
espermatozoides, para fines de comparacion con la metodologia SCSA.

Resultados: En los individuos del grupo 1 (testigo), grupo Il (antes de tratamiento) y grupo
I11 (tratados con ABVD) todos los valores promedio de las espermatobioscopias estan dentro
de los limites normales, de acuerdo a la OMS 2010; en el caso de los valores correspondientes
al Grupo IV (tratados con MOPP/ABVD) se encuentran dentro de lo sugerido como normal,
excepto en el parametro de movilidad el cual se encontrd por debajo 31.62 versus >40%. Con
respecto al ensayo SCSA los 19 sujetos del grupo testigo tuvieron DFI <25%, media de 12.21
+ 4.72, rango de 7-25%. 2/4 individuos del grupo Il tuvieron un DFI >25% la media fue de



19.5 + 15.86 con un rango de 4-36. Del grupo 111 5/23 individuos tuvieron el DFI >25%, la
media fue de 16.65 + 10.58, rango de 4-42 y del grupo IV 7/21 individuos tuvieron un DFI
> 25%. la media fue de 21.9 & 12.54, rango de 8-53.

De los datos correspondientes al dafio estructural detectado por FISH-AMS, se analizaron
dos testigos, ambos presentaron delecion de la region 1p, con una frecuencia promedio de
0.00069. En el caso del grupo 11, se escogieron dos muestras con DFI bajo y dos con alto,
se encontrd mayor dafio en las muestras de los pacientes con DFI bajo, con una frecuencia
de dafio estructural de 0.00072/cel y las muestras con DFI alto de 0.00024/cel. Para el grupo
IV se analizaron dos muestras representativas con DFI bajo, éstas presentaron un promedio
de frecuencia de dafo estructural de 0.0022/cel y una muestra con DFI alto, que presentd una
frecuencia de 0.0012 alteraciones por célula, sin diferencias significativas.

Con respecto a los datos obtenidos de dafio numérico detectado por FISH-AMS, las muestras
de los dos testigos presentaron una frecuencia de 0.00039/cel, mientras que las muestras tanto
de bajo como de alto DFI presentaron una frecuencia promedio de aneuploidias mayor que
la de los tetigos, con frecuencias de entre 0.00055 a 0.00076/cel, sin diferencia significativa
entre ellos.

Discusidn: Es evidente que el tratamiento anticancer en los pacientes con LH puede inducir
dafio en la cromatina, persistente en algunos de ellos. En cuanto a la quimioterapia ABVD,
aungue aparentemente no es capaz de alcanzar las células madre germinales, una tercera parte
de los pacientes presentaron dafio en la cromatina espermatica. Especificamente, en cuanto
al grupo 1V tratado con QT MOPP/ABVD se observo que se encuentra mas afectado que el
grupo Il tratado con ABVD. Es muy probable que la procarbazina sea la responsable de los
altos indices de dafio en la cromatina observados en los pacientes con MOPP/ABVD.

Los resultados de este estudio, mostraron una mala calidad de la espermatobioscopia y un
mayor numero de pacientes con DFI alto cuando fueron tratados con MOPP. El uso de QT
sin agentes alquilantes, como lo es la terapia ABVD parece ser menos agresiva para los
espermatozoides, sobre todo si se considera que en este estudio solo se estan considerando
los pacientes tratados con QT que incluye MOPP, que tienen produccion de espermatozoides,
por lo que un sesgo importante es que los pacientes mas afectados a nivel gonadal, no se
estan estudiando puesto que tuvieron azoospérmia permanente o de larga duracién. En

general, podemos sugerir que el uso tanto de ABVD como de MOPP/ABVD, da como



resultado una poblaciéon de individuos sobrevivientes de cancer que llegan a una edad
reproductiva con esperanza de fertilidad, pero con gametos con cromatina afectada, lo cual
los convierte en foco de atencion ya que podrian presentar fertilidad, pero con posibles
problemas de concepcion o en su descendencia.

En este estudio no se encontro correlacion entre las frecuencias del dafio detectado con las
metodologias SCSA y el realizado con FISH, es probable que esta falta de asociacion se deba
a que no fueron estudiados con FISH todos los pacientes, sino solamente uno o dos de cada
grupo con DFI alto y bajo. Por otra parte, el FISH es un estudio que genera informacion de
célula individual y tan sélo de 2/24 cromosomas, por lo que es probable que, aunque ambos
procedimientos detecten dafio estructural del DNA, se requiera de un estudio de poblacion
mas grande para poder encontrar coincidencias relativas al dafio genotdxico conferido por
los agentes anticancer que aqui se estudiaron.

Conclusiones: En el grupo pretratamiento, dos de los cuatro pacientes tuvieron también
alteracion de la estructura de la cromatina, por lo que es necesario incrementar el tamafio de
muestra, para determinar si es una caracteristica propia de la enfermedad.

Se encontraron individuos con valores altos de DFI en todos los grupos de pacientes, asi
como en el grupo testigo.

La QT que incluye MOPP, indujo valores mas altos de DFI en un mayor nimero de pacientes,
comparados con los que recibieron solo tratamiento ABVD.

No se encontré correlacion entre el dafio detectado por DFI y el encontrado por el ensayo de
FISH-AMS. Es posible que las metodologias SCSA y el FISH-AMBS detecten diferentes tipos
de dafio genémico estructural.

Es necesario aumentar el namero de individuos estudiados con este tipo metodologias, ya
que proporcionan informacion de gran relevancia para detectar el dafio generado por la
enfermedad y el ocasionado por el tratamiento administrado, asi como para obtener
informacion del dafio postratamiento con probables consecuencias a nivel de fertilidad o bien,

después de la concepcidn, en la descendencia.



SUMMARY

Introduction: Hodgkin's lymphoma (HL) is a malignant neoplasm that occurs primarily in
adolescents. The treatments used are very efficient, with a 10-year survival in 80% of all
patients diagnosed; this generates a population in reproductive age, that was exposed to
agents identified as genotoxic. It is known that ABVD (adriamycin, bleomycin, vinblastine,
dacarbazine) produces transient oligospermia and azoospermia while MOPP (nitrogen
mustard, vincristine, procarbazine and prednisone), produces oligospermia, long-lasting
azoospermia or permanent azoospermia in approximately 80% of patients, without
information on the genotoxic condition of the sperm remaining in them.

Objective: To evaluate the genotoxic consequences of anticancer treatment that includes
ABVD and MOPP in germ cells of patients with LH.

Methodology: Semen samples from four groups of individuals were studied: (1) 19 healthy
individuals, (11) 4 patients with LH before-treatment, (I11) 23 patients with LH after treatment
with ABVD and (IV) 21 patients with LH after treatment with MOPP / ABVD. All
individuals donated a sample of semen and direct spermatobioscopy was performed. The
structure of the chromatin from the sperm was evaluated by the methodology SCSA (sperm
chromatin structure assay) which detects, by flow cytometry, the fragmented DNA,
denatured as a consequence of structural damage. The DNA fragmentation index (DFI) was
obtained; a DNA was considered structurally damaged when the DFI >25%. Some of the
samples that were positive and others negative for the DFI, were additionally studied by FISH
(fluorescence in situ hybridization) using the AM8 methodology which detects structural and
numerical damage in sperm, this, for comparison with the SCSA methodology.

Results: In the group I (control), group 11 (before treatment) and group Il (treated with
ABVD) all the average values of spermatobioscopies were within normal limits, according
to WHO 2010; values corresponding to Group IV (treated with MOPP / ABVD) were found
within normal values, except in the mobility parameter which was found below 31.62 versus
>40% reported as normal. With respect to the SCSA trial, the 19 subjects of the control group
had DFI <25%, mean of 12.21 £ 4.72, range of 7-25%. 2/4 individuals from group Il had a
DFI> 25%, the mean was 19.5 £+ 15.86 with a range of 4-36. In group Il 5/23 individuals
had the DFI >25%, the mean was 16.65 + 10.58, range of 4-42 and in the group IV 7/21
individuals had a DFI > 25%, the mean was 21.9 £+ 12.54, range of 8-53.



Regarding the data on the structural damage detected by FISH-AMS, two controls were
analyzed, both of them presented structural damage in 1p region, with an average frequency
of 0.00069. In the case of group Ill, two samples were chosen with low DFI and two with
high, a greater damage was found in the samples of patients with low DFI, with a frequency
of structural damage of 0.00072 / cel and samples with high DFI of 0.00024 / cel. In group
IV, two representative samples with low DFI were analyzed, these presented an average
structural damage frequency of 0.0022 / cel and a sample with high DFI, which presented a
frequency of 0.0012 alterations per cell, without significant differences.

Regarding numerical damage detected by FISH-AMS, the samples from patients with both
low and high DFI presented an average frequency of aneuploidies greater than of the controls,
however they did not present a significant difference between them.

Discussion: It is evident that in patients with LH, anticancer treatment can induce chromatin
damage, persistent in some of them. ABVD chemotherapy, although apparently it is not able
to reach the germ cells, a third of the patients presented damage in the sperm chromatin.
Specifically, we observed that group IV treated with MOPP / ABVD, was more affected than
group Il treated with ABVD. It is probably that procarbazine is mainly responsible for the
high rates of chromatin damage observed since it is the only compound that can reach the
germ stem cells.

The results of this study showed a poor quality of spermatobioscopy and a higher number of
patients with high DFI when treated with MOPP. The use of QT without alkylating agents,
as in ABVD therapy, seems to be less aggressive for sperm, especially considering that in
this study only patients with sperm production were include, even when were treated with
MOPP, a chemotherapy that induces a high rate of azoospermic patients, therefore, an
important bias is that the patients most affected at the gonadal level are not being studied
since they had permanent or long-lasting azoospermia. In general, we can suggest that the
use of both ABVD and MOPP / ABVD results in a population of cancer survivors reaching
a reproductive age with hope of fertility, but with gametes with affected chromatin, which
makes them focus of attention since they could present fertility, but with possible problems
of conception or problems in their offspring.

In this study, no correlation was found between the frequencies of the damage detected with
the SCSA methodologies and that performed with FISH, it is likely that this lack of



association is due to the fact that not all the patients were studied with FISH, but only one or
two of each group with high and low DFI. On the other hand, FISH is a study that generates
individual cell information and only 2/24 chromosomes, so although both procedures detect
DNA structural damage, a larger population of study is required to find coincidences
regarding the genotoxic damage conferred by the anticancer agents studied here.
Conclusions: In the pretreatment group, two of the four patients also had alteration of the
chromatin structure, so it is necessary to increase the sample size, to determine if it is a
characteristic of the disease.

Individuals with high DFI values were found in all groups of patients, as well as in the control
group.

The QT that includes MOPP, induced higher values of DFI in a greater number of patients,
compared with those who received only ABVD treatment.

No correlation was found between the damage detected by DFI and that found by the FISH-
AMB8 assay. It is possible that the SCSA and FISH-AM8 methodologies detect different types
of structural genomic damage.

It is necessary to increase the number of individuals studied with this type of methodologies,
since they provide information of great relevance to detect the damage generated by the
disease and the one caused by the administered treatment, as well as to obtain information
on post-treatment damage with probable consequences at the level of fertility or, after

conception, in offspring.



I. INTRODUCCION

El linfoma de Hodgkin (LH), es una neoplasia maligna que se presenta primordialmente en
adolescentes. Los tratamientos empleados son muy eficientes, con sobrevida a 10 afios en el
80% de todos los pacientes diagnosticados; esto genera una poblacion en edad reproductiva
expuesta a agentes identificados como genotoxicos. Se sabe que ABVD (adriamicina,
bleomicina, vinblastina, dacarbazina) produce oligospermia y azoospermia transitoria
mientras que MOPP (mostaza nitrogenada, vincristina, procarbazina y prednisona), produce
oligospermia 0 azoospermia de larga duracion y azoospermia permanente en
aproximadamente 80% de los pacientes, sin que se sepa la condicién genotdxica de los

espermatozoides remanentes en ellos.

En los supervivientes a LH, se presentan segundas neoplasias hasta en un 20%. La pérdida
de funcidn testicular por la exposicion a ABVD representa citotoxicidad de células gonadales
y esto es un fuerte indicador de dafio genético, sin embargo, para demostrar genotoxicidad
en las células germinales, se requiere hacer el estudio directo del material genético (Frias,
2002). La busqueda de dafio estructural en la cromatina de espermatozoides es necesaria,
debido a que su presencia tendria una repercusion muy importante en la salud reproductiva
de los pacientes y de sus descendientes. Sin embargo, hasta la fecha existen muy pocos
reportes en la literatura en los que se haya investigado la existencia de dafio estructural de la
cromatina por estos tratamientos. Una de las razones por las que se propuso estudiar dafio
cromosomico estructural en células germinales, es que en linfocitos de pacientes tratados con
ABVD, nuestro grupo encontr6 wuna alta frecuencia de dafio cromosémico
predominantemente estructural (Salas et al., 2012), por lo que es probable que existan
alteraciones en la integridad de la cromatina de los espermatozoides, ya que éstas son las
lesiones precursoras de las alteraciones cromosomicas estructurales. La metodologia SCSA
es una de las mas utilizadas para determinar la integridad de la cromatina y el método de
FISH multicolor AM8 se puede utilizar para corroborar la presencia de dafio cromosémico
en los pacientes con un alto indice de fragmentacién de la cromatina.

El presente trabajo se realizO en pacientes que fueron tratados con los esquemas
quimioterapéuticos MOPP y/o ABVD, por lo menos un afio antes de la recoleccion de la

muestra, de manera que los espermatozoides que estuvieron en contacto con la quimioterapia



ya no estan presentes, sin embargo si el tratamiento afecto a algunas de las células troncales
germinales, es posible que pudieran directamente generar células diferenciadas con dafio en
el DNA, afectando la integridad de la cromatina, o bien éstas podrian portar mutaciones en
genes involucrados con el reconocimiento y/o reparacion de dafio al DNA, y las células
troncales afectadas podrian estar generando continuamente células germinales que podrian
diferenciarse a espermatozoides con alteraciones en su genoma. El dafio del tipo
condensacion anormal de la cromatina y rupturas del DNA en espermatozoides que se
detectan con las metodologias propuestas, se ha correlacionado con un decremento en la
fertilidad de los varones (Bungum et al., 2011). Cabe mencionar que los resultados obtenidos
de este estudio pueden colaborar al conocimiento sobre la genotoxicidad in vivo producida
por los compuestos de ABVD y MOPP, ademas a nivel clinico contribuye a la seleccion mas
adecuada de los esquemas de tratamiento anticancer y directamente en los pacientes es un

factor pronostico de la fertilidad.

Il. OBJETIVOS

General:

Evaluar las consecuencias genotdxicas del tratamiento anticAncer que incluye ABVD y
MOPP en células germinales de pacientes con LH.

Particulares:

1. Investigar mediante estudio de espermatobioscopia, la calidad de semen de pacientes con
LH que fueron tratados con quimioterapia ABVD y MOPP.

2. Investigar si los tratamientos ABVD y MOPP inducen dafio en la estructura de la cromatina
de espermatozoides de pacientes con LH, mediante los ensayos de integridad de la cromatina
espermatica SCSA y corroborar en pacientes representativos, el dafio cromosomico

estructural mediante FISH en interfase, ensayo AMS.



I1l. ANTECEDENTES

I11.1. Linfoma de Hodgkin

Linfoma de Hodgkin (LH) es una neoplasia maligna linfoide y representa entre el 10-15 %
de todos los linfomas. Durante las Ultimas décadas, los avances en radioterapia y
quimioterapia han aumentado significativamente la sanacion de los pacientes. En la
actualidad, méas del 80% de todos los pacientes diagnosticados menores de 60 afios son
sobrevivientes. Sin embargo, algunos de ellos mueren debido a las complicaciones agudas o
tardias, ya que el tratamiento induce tumores secundarios y enfermedades cardiovasculares
(Gobbi et al., 2013).

Este tipo de céncer se asocia a dos procesos distintos: un agente infeccioso de baja
infectividad puede estar relacionado con la enfermedad en un 30% a 50% de los adultos
jévenes, mientras que un mecanismo compartido con otros linfomas puede ser la causa de la
patogénesis del LH que se produce en el grupo de mayor edad. EI genoma del virus de
Epstein-Barr (VEB) ha sido detectado en los LH que ocurren en pacientes sin
inmunodeficiencias conocidas, las personas con mononucleosis infecciosa estan en mayor
riesgo de desarrollar LH asociado con el VEB. Los mecanismos patogénicos de este virus
aun no se conocen en su totalidad. Para confirmar el diagndstico, es necesario identificar la
célula maligna Reed Sternberg, dentro de un ambiente celular apropiado de linfocitos
reactivos normales, eosindfilos e histiocitos (Gobbi et al., 2013; Dominguez et al., 2015;
Ansell, 2016.)

Se reconocen dos grupos histologicos de la enfermedad: predominancia linfocitica nodular,
que incluye aproximadamente el 5% de todos los casos y el clasico, que comprende a la
mayoria de los pacientes. En el LH clasico, se pueden identificar los siguientes subgrupos:
esclerosis nodular, celularidad mixta, deplecion linfocitica y predominancia linfocitica
(Ansell, 2016).

111.1.1 Subgrupos de Linfoma de Hodgkin Clasico
Esclerosis Nodular: es el subtipo mas comdn y que con mayor frecuencia afecta a los
adolescentes y adultos jovenes, por lo general involucra la region cervical, supraclavicular y

del mediastino.



Celularidad mixta: es mas comun que se presente tanto en edad pediatrica, como en adultos
mayores y se asocia cominmente con un mal prondstico.

Deplecion linfocitica: su incidencia es mucho menor, con muchos casos reclasificados como
linfoma no Hodgkin. Se presenta principalmente en pacientes adultos mayores y aquellos con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Predominancia linfocitica: son un subtipo similar a predominancia linfocitica nodular; sin
embargo, las células de Reed-Sternberg tienen un inmunofenotipo més clésico consistente

con LH cléasico.

111.1.2 Predominancia linfocitica nodular

Es una entidad significativamente diferente al LH clasico. Patoldgicamente, carece de células
Reed-Sternberg tipicas, en su lugar se caracteriza por una poblacién de células neoplasicas
méas grandes con nucleos lobulados y plegados, conocidas como células linfociticas e
histiociticas. Se presenta con mayor frecuencia en hombres. Los pacientes generalmente
muestran dafio en ganglios que afecta la region del cuello y mediastino (Ansell, 2016).

I11.2. Tratamiento para el Linfoma de Hodgkin

Los avances en radioterapia y quimioterapia han aumentado significativamente la esperanza
de vida de los pacientes. En la actualidad, mas de un 80% de todos los pacientes recién
diagnosticados menores de 60 afios tienen expectativa de vida libre de cancer. Al momento
del diagnodstico, la mayoria presentan dafio a nivel supradiafragmatico. Suelen tener
alteraciones en ganglios linfaticos axilar, cervical, mediastino anterior y supraclavicular.
Aproximadamente un tercio de los pacientes presentan sintomas que incluyen fiebre, sudores
nocturnos y pérdida de peso y muchos pacientes también muestran prurito cronico (Ansell,
2016).

Una evaluacion precisa de la etapa de la enfermedad es critica para la seleccion de una terapia
apropiada. La estadificacion se basa en si los ganglios linfaticos afectados estan en uno o
ambos lados del diafragma, el nimero de sitios implicados, si los sitios comprometidos son
voluminosos, si existe afectacion extraganglionar contigua o enfermedad extranodal

diseminada y si los sintomas tipicos estan presentes.
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111.2.1 Estadificacion de la enfermedad:

l. Se ve afectada solo una regién de nddulo linfatico o estructura linfoide (bazo o
timo, por ejemplo).

. Se muestran alterados dos 0 més nodulos linfaticos cercanos.

1. Nodulos linfaticos o estructuras linfoides afectados a ambos lados del diafragma.
I11-1 caracterizado por efectos en bazo y nddulos portales.
I11-2 presenta trastornos en los nddulos para adrticos, iliacos y / 0 mesentéricos.

V. Implicacion difusa o diseminada de uno 0 mas organos extralinfaticos con o sin

afectacion de los nddulos linfaticos asociados.

Las letras A y B, se usan para describir si son asintomaticos o sintomaticos, respectivamente.

Los pacientes en etapa temprana son tratados con estrategias de modalidad combinada que
utilizan cursos cortos de quimioterapia combinada, seguida de radioterapia dirigida al area
afectada, mientras que aquellos con enfermedad en estado avanzado reciben un curso mas

largo de la quimioterapia sin radioterapia (Ansell, 2016).

Etapa temprana favorable de LH. La estrategia de tratamiento en estadios iniciales (I-11A)
consiste en quimioterapia de corta duracion para el control de las lesiones ocultas en
combinacion con radioterapia de campo afectado restringido sélo a las areas de ganglios
linfaticos comprometidos. Dos ciclos de esquema ABVD (adriamicina, bleomicina,
vinblastina, dacarbazina), seguido de 20 Gy de radioterapia es actualmente el estandar para

esta etapa.

Etapa temprana desfavorable de LH. En general se acepta que los pacientes con estadios | y
Il de la enfermedad que presentan factores de riesgo deben ser tratados con quimioterapia
combinada con radioterapia. Sin embargo, el namero éptimo de ciclos de quimioterapia, asi
como el régimen de quimioterapia 6ptima y la dosis de radiacion, asi como los tamafios de
los campos, son objeto de estudio. Este grupo de pacientes por lo general consiste en aquellos

con masas mediastinicas voluminosas o con enfermedad extranodal. En estos pacientes el
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uso de cuatro ciclos de quimioterapia combinada con radioterapia se acepta generalmente

como el tratamiento de eleccion.

Enfermedad avanzada. En los pacientes con enfermedad avanzada (etapas IlI- IVB) la
quimioterapia ABVD es el tratamiento mas utilizado en paises como Estados Unidos de
América (Engert et al., 2010; Ansell, 2016).

111.2.2 Quimioterapia

Actualmente hay una diversa gama de agentes quimicos que se emplean para tratar al cancer,
siendo todos ellos citotdxicos sin tener un blanco celular especifico. Se clasifican en:
Agentes alquilantes, pueden ser subdivididos en mostazas nitrogenadas, compuestos basados
en platino y otros. Son mutagenos que introducen grupos alquilo al DNA siendo capaces de
ocasionar dafio genético, como son alteraciones estructurales y numeéricas, asi como
mutaciones génicas. La segregacion cromosomica defectuosa y la aneuploidia pueden ser
causadas por la disfuncion de los factores que regulan el ensamblaje y la dindmica del aparato
mitotico, la cohesion de las cromatidas hermanas, la unién bipolar de cinetocoros al huso
mitotico y el punto de control de ensamblaje del huso. La adecuada segregacion cromosémica
y el mantenimiento de la estabilidad del genoma dependen de la coordinacién que exista en
su duplicacion, ciclo celular y progresion mitética. Estudios recientes han demostrado que
las estructuras del DNA sub-replicadas o no resueltas que se forman como consecuencia del
estrés en la replicacion causados por agentes antineoplasicos y que persisten en la mitosis
pueden obstaculizar la segregacién cromosémica que conduce a la micronucleaciéon y a la
ganancia o pérdida de material genético (Fragkos y Naim, 2017). Estos compuestos son muy

efectivos para tratar el cancer, pero son carcinogénicos.

Antimetabolitos, son analogos de bases nitrogenadas que se utilizan como componentes del
DNA celular, por lo que es necesario un periodo de sintesis de DNA para que se incorporen,
de tal manera que los tejidos en division continua son blanco para su actividad. Este cambio
de bases ocasiona mutaciones puntuales y aberraciones cromosomicas.

Inhibidores del huso mitético, son alcaloides obtenidos de vinca, interfieren en la formacion

y estabilidad del huso mitotico, el cual es primordial para la segregacién normal de los
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cromosomas durante la mitosis y meiosis. Se unen a la tubulina, principal componente de los
microtubulos causando inhibicién en la polimerizacion de estas moléculas, y producen
alteraciones cromosémicas numéricas como son aneuploidias y poliploidias.

Inhibidores de la topoisomerasa Il, son compuestos que interfieren con la actividad de esta
enzima, cuya funcién es cortar la molécula de DNA vy girarla para relajar
superenrollamientos, actividad que se requiere para que el DNA realice sus funciones tanto
de transcripcion como de replicacion. La interferencia en la interaccion DNA-topoisomeras
Il inhibe la sintesis de DNA e introduce rupturas de una y dos hebras en la doble hélice.
Algunos agentes de este grupo, también se intercalan en el DNA causando mas dafio.
Antibidticos, atacan a las células por diferentes mecanismos, por ejemplo, la bleomicina es
un compuesto radiomimético, su actividad es similar a la radiacion ionizante, no es
dependiente de sintesis de DNA y produce rupturas cromosémicas por dos vias: una directa
por interaccion con el DNA vy otra indirecta por generacion de radicales libres (Arnon et al.,
2001; Frias, 2002).

Componentes de la quimioterapia esquema MOPP (Mostaza Nitrogenada, Oncovin,

Procarbazina y Prednisona) y ABVD (Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina y Dacarbazina).

Esquema MOPP (Mostaza Nitrogenada, Oncovin, Procarbazina y Prednisona).

Mostaza Nitrogenada o Mecloretamina. Pertenece al grupo de los agentes alquilantes
bifuncionales, provoca dafio al DNA e inhibe su sintesis. Este tipo de agente, produce
mutaciones en estadios post-meidticos como espermatocitos y espermatidas. Fue el primer

agente utilizado para el tratamiento anticancer (Witt y Bishop, 1996).

Oncovin o Sulfato de Vincristina. Alcaloide derivado de vinca, evita el ensamblaje de la
tubulina para la formacion del huso mitético e inhibe la incorporacion de timidina en el DNA
de espermatogonias, sin embargo, no existe evidencia solida de que pueda ser mutagénico en

las células germinales (Witt y Bishop, 1996).
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Procarbazina. Agente alquilante que sufre auto-oxidacion, dando como resultado la
formacion de radicales libres citotoxicos que dafian el DNA a través de una reaccién de
alquilacion. Es uno de los unicos tres compuestos en los que se ha demostrado que inducen
dafo genotdxico en células madre germinales masculinas, asi como en espermatozoides de
raton. La procarbazina puede inducir mutaciones letales dominantes y translocaciones

heredables a la F1 en modelos murinos (Witt y Bishop, 1996).

Prednisona. Corticoesteroide sintético anti-inflamatorio, tiene accion sobre la formacion y
distribucion linfocitica, desde la circulaciéon sanguinea hasta el tejido linfoide. Antagoniza
fisiologicamente los procesos estimulados por las hormonas que son necesarios para la

proliferacion celular (Lares-Assef, 2002).

Esquema ABVD (Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina y Dacarbazina).

Adriamicina (doxorrubicina). Agente intercalante e inhibidor de la topoisomerasa II.
Citotoxica para meiosis temprana y todas las etapas de espermatogonias (Witt y Bishop,
1996).

Bleomicina. Compuesto radiomimético, su actividad es similar a la radiacién ionizante, no
es dependiente de sintesis de DNA y produce rupturas cromosémicas por dos vias: una
directa por interaccion con el DNA y otra indirecta por generacién de radicales libres; se ha
descrito que causa genotoxicidad en células germinales femeninas, pero no en masculinas de
raton (Witt y Bishop, 1996).

Vinblastina. Alcaloide de vinca que se une a la proteina tubulina componente principal del
huso mitético, produciendo un estado estatico al evitar su polimerizacidon. En consecuencia,
las células en division se detienen en etapa de metafase, es capaz de inducir aneuploidias
identificadas como microndcleos con centromero en espermatidas de raton (Witt y Bishop,
1996).

Dacarbazina, Comparte un mecanismo comun de accién con otros agentes alquilantes,

provoca formacion de enlaces cruzados entre las moléculas de DNA (Seling et al., 2012).
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111.2.3 Radioterapia

Antes de emplearse la quimioterapia (QT) para tratar al LH, se utilizé radioterapia (RT) para
su tratamiento. A pesar de que tuvo buenos resultados, hubo efectos secundarios adversos,
como son, segundos tumores malignos sélidos y enfermedades cardiovasculares, 1o mas
probable es que fuese debido a las altas dosis de radiacion en tejido normal. Hoy en dia los
avances tecnoldgicos han permitido un mejor diagndstico por imagen en la identificacion de
blancos apropiados, lo que aumenta la precision de la RT y disminucion de radiacion en
tejido circundante normal. Actualmente, después de la QT, la RT se emplea en etapa
temprana, es variable su uso en estado avanzado, o después de una respuesta no favorable.
Con poca frecuencia, la RT se utiliza como modalidad Unica en casos muy cuidadosamente
seleccionados de LH clasico, como lo es una recaida aislada después del tratamiento con QT
sola. La delimitacion correcta de los campos para RT depende de la anatomia de la region de
interés y la distribucion de los ganglios linfaticos, delimitacion de areas involucradas, asi
como las estructuras normales en riesgo de toxicidad (Terezakisa y Kasamon, 2012).
Esquemas maés frecuentes de radioterapia.

En sus inicios se demostro que altas dosis en campos extensos ayudaban a curar a muchos
pacientes, pero esto cambi6 y la RT ha ido modificandose, de ser una terapia sola a ser el
componente de una terapia combinada, los principios clasicos de radioterapia de campos,
dosis y la técnica en si han cambiado. Principalmente la presencia de eventos posteriores
perjudiciales, llevd a la disminucion de su uso como Unico agente y el éxito de su
combinacién con QT condujo a programas menos dafiinos para los pacientes. Esta mejora en
la terapia consiste en usar técnicas de RT de campo afectado que mejoran la conformacion y
homogeneidad de la dosis. Estas reducciones de campo requieren de informacién adecuada
para actuar con precision. El empleo de metodologias como son la tomografia computarizada
y la tomografia por emision de positrones, ayudan en mucho en el disefio del tratamiento de
campo. La adaptacion de la radiacion de campo a los ganglios linfaticos implicados se ha
denominado terapia de radiacion de ganglio implicado. Las regiones tratadas son mas
pequefias en la terapia de ganglio implicado, en comparacion con la clasica terapia de
radiacion de campo, donde se abarcaban extensas regiones anatébmicas. Hoy en dia la RT

como componente de tratamiento combinado es muy diferente de como se usoé en el pasado,
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ya que se ha disminuido el volumen y la dosis. La combinacién con QT ha logrado reducir
la toxicidad. Y como resultado la caida en su administracion ha descendido la tasa de
mortalidad y los efectos secundarios adversos (Engert y Horning, 2011).

Sitios y dosis

Actualmente la RT de campo abarca un volumen menor pero adecuado cuando se usa después
de la QT. En el caso de su empleo para LH de predominancia linfocitica nodular el campo
debe limitarse a los sitios involucrados y nodos adyacentes, por lo que es importante
diferenciar entre LH clasico y LH de predominancia linfocitica nodular, ya que el abordaje
es distinto. En el caso de predominancia linfocitica nodular, la mayoria de los pacientes son
atendidos con RT sola, en tanto que para LH clésico la modalidad de terapia combinada es
la pauta. En una gran mayoria de los pacientes con predominancia linfocitica en estadios 1A
o l1A, la enfermedad esta limitada a un sitio periférico (cuello, axilas o ingle). La dosis de
radiacion recomendada es de 30-36 Gy con un aumento adicional de 4 Gy en sitios muy
voluminosos. Para el caso de LH clésico en estadio temprano I-11 favorable y no favorable,
ha cambiado mucho, y hoy en dia la modalidad combinada que consiste de un curso corto de
QT (més a menudo ABVD) seguido de dosis reducidas de RT cuidadosamente dirigida al
nodo linfético es el estandar para el tratamiento. En el caso de estadio avanzado IlI-1V, la
irradiacion se afiade a menudo en pacientes con enfermedad voluminosa o0 que permanecen
en dudosa remision después de la QT. Y para el caso de los pacientes que recaen, se emplean
dosis altas junto con un trasplante autélogo de células madre (Engert y Horning, 2011; Yeoh
y Mikhaeel, 2011; Specht et al., 2014).

Tipos de Campos de irradiacion usados en LH:

Campo implicado. Este se limita a la region de ganglios linfaticos clinicamente involucrados.
Campo extendido. Incluye el grupo de ganglios linfaticos afectados mas la region o regiones
adyacentes clinicamente no alteradas.

Campo de ganglio(s) involucrado(s). Es el de radiacion mas limitado recientemente

introducido. EI volumen clinico tratado incluye sélo el o los ganglios linfaticos implicados
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originalmente con la adicién de 1 cm de margen para crear el volumen de tratamiento
planificado.

Campos de irradiacion linfoide subtotal y total. Incluye manto y campos para6rticos; si
también se incluye la pelvis, el campo se llama irradiacion linfoide total (Engert y Horning,
2011).

111.3. Antecedentes de dafio genotoxico por la terapia anticancer

Se ha demostrado que los distintos tratamientos administrados para atender el cancer
incrementan el riesgo de neoplasias malignas secundarias. En el caso de LH éstas representan
una importante causa de mortalidad y el riesgo ha sido observado tanto para RT como para
QT (Ng y Shuryak, 2014).

En la década de los ochenta se demostré que en periodos de 5 a 10 afios después de
tratamiento con RT habia un incremento del riesgo de presentarse un tumor sélido,
principalmente cancer de pulmén (Boivin et al. 1984; van Leeuwen et al. 1989; Engert y
Horning, 2011).

Actualmente se reconoce que la aparicion de segundos tumores no se debe Unicamente al
tratamiento si no que, puede ser provocado por distintas causas. Algunas de ellas podrian ser
factores de susceptibilidad del individuo, como lo es la predisposicion genética o la
inmunodeficiencia (Engert y Horning, 2011).

Es importante mencionar el trabajo hecho por Brandriff y colaboradores sobre la evaluacion
de dafio cromosomico en espermatozoides, mediante la técnica de fusion de espermatozoides
humanos con dvulos de hamster, con lo que se logré obtener cromosomas que fueron
analizados citogenéticamente. Se investig6 sobre los efectos a nivel citogenético, de la
radiacion ionizante sobre linfocitos y espermatozoides humanos, encontrando una
correlacion positiva entre las aberraciones cromosomicas inducidas y la cantidad de radiacion
administrada (Brandriff et al., 1994; Frias, 2002).

A finales de la década de los noventa Robbins y colaboradores realizaron un estudio en
células germinales masculinas de ocho pacientes con LH que fueron tratados con QT NOVP
(Novantrone, Oncovin, Vinblastin y Prednisona). Evaluaron aneuploidias en esperma usando

la técnica de FISH multicolor y encontraron un incremento de cinco veces de disomias y
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diploidias y de genotipos complejos que involucraban a los cromosomas sexuales X, Y asi
como al cromosoma 8 (Robbins et al., 1997).

En el Instituto Nacional de Pediatria en conjunto con otros Hospitales e Instituciones, se ha
estudiado al LH por medio de distintos métodos, principalmente en células somaticas
(linfocitos) y en células sexuales (espermatozoides). Frias y colaboradores en el 2003 por
medio de un ensayo de hibridacion in situ evaluaron simultaneamente los cromosomas 18,
21y los sexuales X, Y. El tamafio de la muestra fue de cuatro individuos sanos y de ocho
pacientes con LH antes del tratamiento, durante y después del tratamiento con NOVP para
examinar el efecto genotoxico en los espermatozoides y también después de uno a dos afios
para medir la persistencia al dafio. La disomia del 21 fue aproximadamente dos veces méas
frecuente que la disomia del 18, y ninguno mostré una segregacion preferencial con un
cromosoma sexual. Se encontré un incremento de los espermatozoides con aneuploidias
durante el tratamiento; después de 3 meses los efectos inducidos no persistieron, lo que les
permitio sugerir que las células madre germinales no fueron sensibles al tratamiento. Estos
resultados los llevaron a la hipdtesis de que la concepcion poco después de ciertas
quimioterapias puede aumentar transitoriamente el riesgo de engendrar embarazos con
productos aneuploides que terminen durante el desarrollo o que den como resultado el
nacimiento de nifios con sindromes por aneuploidia (Frias et al., 2003).

A nivel de células somaticas, Salas y colaboradores en el 2012, detectaron inestabilidad
gendmica en cromosomas de linfocitos de sangre periférica de pacientes con LH, de 2 al7
afios después de tratamiento MOPP, con o sin radioterapia. El tamafio de muestra fue de once
individuos sanos, cinco pacientes pretratamiento y veinte postratamiento. Realizaron analisis
citogenético con bandas GTG en 1000 metafases por donador para identificar a través de
aberraciones numéricas y estructurales, inestabilidad gendémica. En sus resultados
encontraron que la QT MOPP no induce diferencias significativas en la frecuencia de
aneuploidias entre los grupos de estudio. Sin embargo, el grupo de pacientes postratamiento
presentaron una alta frecuencia de rupturas cromosomicas y reordenamientos cromosomicos
complejos (Salas et al., 2012), lo cual hizo evidente que esta QT afect6 a las células madre

hematopoyéticas.

18



I11.4. Dafo a la cromatina, ensayo SCSA

El ensayo utilizado en este estudio SCSA (por sus siglas en inglés: sperm chromatin structure
assay) consiste en tratar el esperma con pH &cido para desnaturalizar el DNA en los sitios de
rotura de la cadena, seguido por una tincion de naranja de acridina que informa sobre la
deteccion de dafio al DNA vy alteracion en las proteinas en nacleos de los espermatozoides de
las muestras colectadas, a través de citometria de flujo; es una técnica que inicié Evenson y
colaboradores en los afios ochenta. Se considera un ensayo preciso y reproducible que
proporciona datos en parametro de fluorescencia roja y verde, de color verde para el DNA
nativo y rojo para el DNA desnaturalizado, arrojando datos de la fragmentacion del DNA y
también del intercambio anormal de histonas a protaminas medido como el porcentaje de
esperma con alta capacidad de tincion de DNA, HDS (por sus siglas en inglés: High DNA
stainability) que se relaciona con esperma inmaduro. Las muestras pueden tratarse en crudo
0 pueden ser congeladas y ser procesadas posteriormente. Existe un software (SCSAsoft ®)
para transformar los datos obtenidos de la tincion total del DNA frente a la fluorescencia roja
/ roja + verde, proporcionando una determinacion mas exacta del porcentaje para obtener un
indice de fragmentacién del DNA final, representado por el DFI (por sus siglas en inglés:
DNA Fragmentation Index).

Hay un umbral clinico establecido de 25% de DFI por debajo del cual se considera normal y
por encima se ubica a un varén en la probabilidad de tardar més tiempo para lograr con su
pareja un embarazo natural, probabilidades bajas de embarazo asistido 11U (Inseminacion
intrauterina), abortos espontaneos o no embarazo. La técnica es considerada amigable en
tiempo y costo-eficiencia, precisa y repetible para el anélisis de fragmentacion del DNA y
con un umbral clinico aceptado para colocar a un hombre en riesgo de infertilidad (Evenson
y Wixon, 2006; Evenson, 2013).

El SCSA es uno de los primeros ensayos que inicié con la deteccion de dafio en el DNA y
alteracion de las proteinas en nucleos de espermatozoides, por medio de citomeria de flujo;
surgié de la necesidad de saber mas alla de lo que los pardmetros utilizados en una
espermatobioscopia convencional muestran. Los individuos que han estado en contacto con
agentes genotoxicos fisicos o quimicos, por distintos factores como son enfermedad (cancer-

RT y QT), laborales (exposicion a plomo), ambientales (bifenilos policlorados), accidente
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(explosiones nucleares), condiciones adversas (guerras-radiacién/agentes quimicos) u otras;
dependiendo de la edad en la que hayan tenido la exposicion, a corto mediano o largo plazo
y dependiendo del agente, podrian ser portadores de alteraciones en la cromatina, o
mutaciones a nivel genético germinal que podrian causar dafio en los procesos involucrados
en concebir a un individuo o que éste sea portador de anormalidades en su genoma. Dado la
necesidad de conocer la calidad de las células germinales en varones es que se desarrolld este
tipo de técnicas.

Varios estudios han evaluado la estructura de la cromatina espermatica en pacientes con LH
y otros tipos de cancer principalmente el testicular. Evenson realizd un estudio pionero
analizando muestras, principalmente de tumores testiculares y de algunos linfomas (no
especifica cuales) con el uso de esta tecnologia, encontrando que el método ofrecia ventajas
significativas para el analisis del nivel de maduracion de las células y de la estructura de la
cromatina. Estas ventajas incluian rapidez de analisis de un gran numero de células,
proporcionando fuerza estadistica y cuantificacion precisa de cantidades y/o estructura del
DNA, lo cual no era posible mediante microscopia Optica (Evenson y Melamed, 1983).
Kobayashi et al. (2001), examinaron la relacion entre defectos de cromatina evaluados por
el ensayo SCSA vy caracteristicas seminales en muestras de semen criopreservadas de
pacientes diagnosticados con varios tipos de cancer entre ellos LH los cuales representaban
11 de los 37 pacientes de la poblacién total del estudio. Encontraron que las muestras de
semen de los pacientes tuvieron un dafio al DNA significativamente mas elevado en
comparacion con un grupo testigo y no encontraron ninguna correlacién entre dafio al DNA
y pardmetros clasicos de la espermatobioscopia. Detectaron dafio al DNA en la mayoria de
los pacientes con céancer, puntualizando que el ensayo SCSA proporciona informacion
importante acerca de la integridad bioguimica del DNA espermatico en hombres con cancer,
aun antes del tratamiento.

Por su parte, O’Flaherty y colaboradores hicieron una evaluacion de la calidad de la
cromatina de espermatozoides en pacientes con cancer testicular y LH antes de la
quimioterapia y la compararon con la calidad de cromatina de individuos sanos y con
infertilidad. Evaluaron el dafio en el DNA con los ensayos SCSA, TUNEL (por sus siglas en
inglés: Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) y ensayo cometa; encontraron que

tanto pacientes con cancer testicular como con LH presentaron muestras de espermatozoides
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con un incremento en dafo al DNA, en comparacion con los testigos. Los pacientes con
cancer también mostraron una baja compactacion del DNA, por lo que concluyeron que la
integridad y la compactacion del DNA espermaético estan afectado en pacientes con cancer
testicular y LH antes de la QT. Sugirieron que una combinacidn de ensayos que evalten dafio
al DNA y su compactacion, es una estrategia confiable para caracterizar la calidad de la
cromatina del esperma en pacientes con cancer (O’Flaherty et al., 2008).

Paoli y colaboradores investigaron el dafio al DNA espermatico inducido por RT y QT en
mas de 100 pacientes con cancer testicular, evaluaron la integridad del DNA antes 'y 3, 6, 9,
12 y 24 meses después del tratamiento con la téecnica de SCSA. La QT administrada fue BEP
(bleomicina, etoposido y cisplatino) y la RT aplicada fue a los ganglios linfaticos lumbar-
adrticos. Después de la QT, encontraron un marcado aumento en el DFl a 3 y 6 meses y una
reduccion significativa a 12 y 24 meses, lo cual indicé una mejora en la cromatina. En
contraste, después de la radioterapia el DFI aumentd a 3 y 6 meses y la reduccion a 12 y 24
meses fue mucho menos marcada, sus resultados sugieren que la radioterapia induce mayor
dafio, aunque evidentemente los diferentes tratamientos contra el cancer causan distintos
tipos de dafio nuclear, por lo que el perfil de cromatina proporciona solo una imagen
incompleta de tal dafio, especialmente porque estos tratamientos pueden causar cambios a
largo plazo en el perfil de expresion génica y el patron de metilacion, con un posible impacto
en el desarrollo embrionario (Paoli et al., 2014).

En todos los casos anteriores, los pacientes estuvieron expuestos a condiciones que
previamente se ha reportado que pueden inducir dafio al DNA, ya sea por la enfermedad per
sé o bien por los tratamientos anticancer, sin embargo también se ha encontrado que la SCSA
puede detectar dafio en la cromatina cuando existen alteraciones cromosomicas en las células,
al respecto Vozdova y colaboradores analizaron en 13 portadores de translocaciones
robertsonianas y 37 portadores con translocaciones reciprocas y compararon sus resultados
con un grupo testigo, las relaciones entre parametros seminales, integridad de la cromatina y
las frecuencias de desbalances cromosomicos en espermatozoides, como disomias y
diploidias. Realizaron andlisis convencional de semen, ensayo SCSA y FISH para los
cromosomas individuales X, Y, 7, 8, 13, 18 y 21. En sus resultados encontraron parametros
normales de semen en el 30.8% de los portadores de translocaciones Robertsonianas y en el

59.5% de los portadores de translocaciones reciprocas. Determinaron un aumento
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significativo en las frecuencias de espermatozoides que muestran defectos en integridad y
condensacion de cromatina, detectaron aneuploidia para los cromosomas no implicados en
una translocacion y diploidia en los portadores de translocacion con pardmetros anormales
de semen. Los portadores con translocacion reciproca y normospermicos mostraron un
aumento en disomia del cromosoma 13 comparado con el grupo testigo. No notaron relacion
entre aneuploidias encontradas en espermatozoides y linfocitos de 12 portadores de
translocacion. La frecuencia de movilidad espermética no tuvo correlacion con la frecuencia
de espermatozoides que presentaron disomia, diploidia y mala condensacion de cromatina.
Concluyen mencionando que los pardmetros anormales del semen pueden servir como
indicadores de un riesgo adicional de formacion de espermatozoides con cromatina

defectuosa y aneuploidia en los portadores de translocaciones (Vozdova et al., 2013).

Por los antecedentes mencionados, es muy probable que los pacientes con LH que han sido
tratados con RT y QT puedan tener consecuencias de genotoxicidad en sus células
germinales, que sea posible detectar mediante la metodologia de SCSA. En este estudio, se
analizaron los espermatozoides de 4 pacientes antes del tratamiento y 23 pacientes después
de QT ABVD y 21 después de QT MOPP, se les determin6 el DFI y en algunos casos
seleccionados de muestras que resultaron positivas y negativas, se realizé6 FISH con la
metodologia AM8. El ensayo AM8 es un FISH (por sus siglas en inglés: Fluorescence In Situ
Hybridization) que cosiste en una hibridacion in situ con fluorescencia en espermatozoides
en la que se emplean las sondas de DNA para el centromero del cromosoma 1 en color Rojo
con abreviatura A (alfa satélite), una segunda sonda en el cromosoma 1, para el telémero 1p
en color verde con abreviatura M (Midi 1p) y la sonda para el centromero del 8 en color azul
(Aqua 8). Esta metodologia nos permite detectar dafio estructural, y se realiz6 con la finalidad
de determinar si los datos de la integridad de la cromatina se correlacionan con la frecuencia
de aneuploidia y/o con alteraciones cromosomicas estructurales tipo delecion y duplicacion

segmental.
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IV. METODOLOGIA
IV.1. Poblacion de estudio
El tamafio de muestra de este proyecto se definio a conveniencia.
I Grupo de 19 individuos sanos.
. Grupo de 4 pacientes con LH antes de recibir tratamiento.
. Grupo de 23 pacientes con LH tratados con quimioterapia que incluya ABVD.
V. Grupo de 21 pacientes con LH tratados con quimioterapia que incluya MOPP.
Se estudio una poblacion de individuos sanos y una poblacion de pacientes diagnosticados
con LH, de por lo menos 18 afios o mayores (por razones éticas, ya que la obtencion del
semen fue por masturbacion) y que aceptaron participar voluntariamente en el estudio.
El grupo de individuos con LH fueron canalizados de la Clinica de sobrevivientes a LH de la
Subdireccion de Hemato-Oncologia del Instituto Nacional de Pediatria y de la Clinica de

Linfoma de Hodgkin del Hospital General de México.

Criterios de Inclusion:
Individuos sanos
I.  De 18 afios 0 mayores.
Il.  Que aceptaron participar voluntariamente y firmaron carta de consentimiento
informado (Anexo 1).

I1l.  Que contestaron adecuadamente los cuestionarios de tamizaje y general (Anexo 2).

Pacientes con LH con y sin tratamiento ABVD o tratamiento que incluya MOPP
I.  De 18 afios 0 mayores.
Il.  Que aceptaron participar voluntariamente y firmaron carta de consentimiento
informado (Anexo 1).

[1I.  Seincluyeron los pacientes que se diagnosticaron con LH de acuerdo con los criterios
médicos y de laboratorio pertinentes y se les solicité donacion de semen antes de
recibir la quimioterapia para integrar el Grupo Il (antes del tratamiento).

IV.  Se incluyeron a todos los pacientes con LH que tenian al menos un afio de haber
recibido el tratamiento ABVD o tratamiento que incluia MOPP.

V.  Que contestaron adecuadamente los cuestionarios de tamizaje y general (Anexo 2).
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Criterios de Exclusion
I.  Pacientes que recibieron otro tipo de tratamiento antineoplésico no considerado en el
presente estudio.
Il.  Pacientes que por la evolucion de la enfermedad no pudieron donar muestra.
I1l.  Pacientes que desarrollaron algin cancer secundario.
IV. Pacientes que tuvieron algin pardmetro indicativo de exclusién de acuerdo al
cuestionario de tamizaje.
A cada individuo que ingreso al estudio se le aplicaron dos cuestionarios, uno de tamizaje,
que determind que pacientes se excluyeron y un cuestionario general (ver anexo de
cuestionarios). A todos los donadores, tanto sanos como pacientes, se les solicité firmaran la

carta consentimiento informado antes de ser incluidos en el estudio.

IV.2. Técnicas

IV.2.1. Espermatobioscopia directa

A todos los individuos que ingresaron al estudio se les solicitd muestra de semen para realizar
espermatobioscopia directa. Los pardmetros fisicoquimicos que se evaluaron son: volumen,
licuefaccién, viscosidad y pH; también se determind la viabilidad celular (eosina
amarillenta), densidad celular, progresion y

morfologia celular. Se utilizaron los valores de la OMS (Organizaciéon Mundial de Salud)
como referencia (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de corte para variables de semen publicados en la quinta edicion del Manual

de la Organizacion Mundial de Salud.

Variable OMS 2010*

Volumen >1.5mL

Concentracion de espermas > 15 millones de espermatozoides/mL
NUmero total de espermas > 39 millones de espermatozoides/eyaculado
Movilidad progresiva >32%

Movilidad total (progresiva y no progresiva) | >40 %

Morfologia > 4.0 % formas normales

Viabilidad/ Vitalidad > 58% vivos

*QOrganizacion Mundial de Salud 2010.
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Densidad celular

La cuenta celular se realiz6 por duplicado en una mezcla 1:9 (semen: H20d) en una camara
de Neubauer. Con el promedio de ambas se calcul6 la densidad espermética. Cuando el
analisis de densidad celular indic6 que no habia espermatozoides, las muestras se
centrifugaron a 600 -1000 rpm durante 30 minutos y el paquete celular se revisé al

microscopio para confirmar la azoospermia.

Viabilidad celular
Se utilizé la técnica de tincion con eosina amarillenta (método de exclusion); una alicuota de
semen se mezcl6 vol/vol con eosina al 0.5% y se analizaron 100 células al microscopio para

determinar el porcentaje de viabilidad. Las células tefiidas son las muertas.

Progresion
Para su evaluacion solo se consideré a los espermatozoides libres y no a los aglutinados. Se
registraron 4 tipos de progresion espermatica:
A) Movimiento progresivo rapido. Aquellos que se desplazan de forma rectilinea y
rapida.
B) Movimiento progresivo lento. Los que se desplazan més lentamente de forma recta o
en curvas.
C) Movimiento no progresivo (en su lugar). Se mueven, pero no cambian de posicion.

D) Inmoviles. Sin ningun tipo de movimiento.

El resultado de la progresién se presenta como el porcentaje de espermatozoides con

movimiento progresivo rapido y lento (A + B).

Morfologia espermatica
Una alicuota de semen se fijo con formaldehido al 10% (vol/vol), se analizé con el objetivo
40X en microscopio con contraste de fases y se determind las alteraciones morfoldgicas de

los espermatozoides, de acuerdo a los criterios de la OMS.
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1VV.2.2 Evaluacion de la estructura de la cromatina espermatica por citometria de flujo
(ensayo-SCSA)

La técnica de SCSA tiene como objetivo evaluar la susceptibilidad de la cromatina
espermatica a la desnaturalizacion in situ. Basada en la técnica descrita por Evenson y
Melamed (1983), ésta consiste en someter a los espermatozoides a un tratamiento acido
capaz de inducir la desnaturalizacién del DNA, para posteriormente incubar la muestra con
un fluorocromo (naranja de acridina) que puede intercalarse entre las bases de DNA de doble
cadena y emitir una fluorescencia verde (que representa el DNA integro) o asociarse entre
las bases de la cadena sencilla de DNA, emitiendo una fluorescencia roja (que representa el
DNA desnaturalizado). Los resultados se expresan como la media de DFI (DNA
Fragmentation Index) que representa el grado de condensacion de la cromatina y como el
porcentaje de DFI (DFI%) que muestra la proporcion de células que, de acuerdo con sus
valores de fluorescencia, se encuentran fuera de la condicion normal y que por lo tanto tienen
DNA desnaturalizado (Evenson, 2013).

Los porcentajes de los indices de fragmentacion de DNA y de la alta colorabilidad del DNA
se valoraran bajo los siguientes criterios:
indice de Fragmentacion del DNA (% DFI= % de dafio en el DNA medible en

espermatozoides).

a. < 15% DFI = De excelente a buena la calidad del DNA espermatico.

b. > 15% a < 25% DFI = De buena a regular integridad del DNA espermatico.
c.>25% a < 50% DFI = De regular a mala integridad del DNA espermatico.
d. > 50% DFI = Muy mala integridad del DNA espermatico.

El ensayo SCSA también proporciona el dato en porcentaje, de la alta colorabilidad del DNA,
% HDS (High DNA Stainability, por sus siglas en ingles).
Los porcentajes de espermatozoides con cromatina inmadura y proteinas anormales en el

rango >25% se consideran de mala calidad.
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Las siguientes graficas ejemplifican los distintos rangos del indice de fragmentacion del
DNA, detectado por el ensayo SCSA.

a) De excelente a buena la calidad del DNA espermatico, b)De buena a regular Integridad
del DNA espermatico, ¢) De regular a mala integridad del DNA espermatico y d) Muy mala
integridad del DNA espermatico.

a) De excelente a buena la calidad del DNA espermatico. <15% DFI
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b) De buena a regular integridad del DNA espermatico. > 15% a < 25% DFI
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c) De regular a mala integridad del DNA espermético. > 25% a <50% DFI
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d) Muy mala integridad del DNA espermatico. > 50% DFI
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I1VV.2.3 Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en espermatozoides

a) Preparacion de frotis con las muestras de espermatozoides

De algunas de las muestras que resultaron positivas y negativas para el DFI, se realizaron
frotis con 5 a 7 uL, los cuales se dejaron secar durante toda la noche a temperatura ambiente.
Cuando no se procesaron durante las 24 horas siguientes se almacenaron dentro de una caja
cerrada con desecadores en congelacion (Wyrobek et al., 1990; Van Hummelen et al., 1996).
b) Descondensacion de nucleos espermaticos

Los frotis se trataron con ditiotreitol (DTT, 10 mM) en hielo, durante 30 minutos para
eliminar protaminas y descondensar el DNA de los espermatozoides. Posteriormente, se
pasaron a una solucion de acido 3,5 diyodosalicilico (LIS, 4 mM) a temperatura ambiente
(TA) durante 90 min. Finalmente se dejaron secar a TA durante 45 min. Se reviso el material
del frotis al microscopio con contraste de fases y se delimitd el area donde se colocé la sonda.
c) Desnaturalizacion del DNA

Las laminillas se colocaron en formamida al 70% /2XSSC, a 78 °C durante seis minutos,
inmediatamente después se pasaron a alcoholes graduales frios (etanol al 70%, 80% y 100%)
dos minutos en cada uno. Las laminillas se dejaron secar por 30 min.

d) Hibridacion

Las sondas se desnaturalizaron a 78 °C durante 6 min y se colocaron en el area delimitada
del frotis, se coloc6 un cubreobjetos limpio (22x22 mm) y se aplicd sellador alrededor del
mismo. Las preparaciones se colocaron en la oscuridad, en una camara himeda previamente
calentada a 37 °C, donde se incubaron durante 12 a 36 horas.

Las sondas de DNA que se utilizaron estaban marcadas directamente con fluorocromos
(Vysis/Kreatech-Poseidon) y fueron las siguientes:

Ensayo AM8 multicolor para células interfasicas.

Sonda de DNA Color Abreviatura
Telémero 1p Verde M (Midi 1p)
Centromero del 1 Rojo A (alfa satélite)
Centromero del 8 Agua 8 (cromosoma 8)
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e) Lavado y contratincion

Las laminillas se sacaron de la cdmara himeda, se les retir6 el sellador y se colocaron en una
solucién 2XSSC a TA para que el cubreobjetos se deslizara y no se maltratara el material
bioldgico. Se colocaron en formamida al 50% /2XSSC previamente calentada a 45 °C durante
10 min, después se transfirieron a 2XSSC a 37 °C por 10 min y por Gltimo a otra solucion
2XSSC a TA por otros 10 min. Cada laminilla se contratifi6 con 10 pL de DAPI (4°, 6-
diamino-2-fenilindol 0.01pg/mL) diluido en medio de montaje para fluorescencia
Vectashield.

f) Andlisis y criterios de lectura

Todas las laminillas fueron codificadas por una persona no involucrada en la lectura.

Se utilizé un microscopio de fluorescencia con los siguientes filtros: DAPI, fluoresceina,
rodamina/rojo Texas, aqua. Doble banda: FITC/rojo Texas. Triple banda: DAPI/FITC / rojo
Texas.

Los criterios en el conteo de las sefiales fueron estrictos: dos dominios fluorescentes del
mismo color (por ejemplo, para M-M o 8-8) debian estar separados por una distancia de mas
de la mitad del diametro de un dominio fluorescente dentro de la célula para poder ser
registradas como dos sefiales. De encontrar sefiales anormales fue importante asegurarse de
que la célula evaluada fuera un espermatozoide; esto se llevé a cabo con el uso de contraste
de fases en 100X en donde se buscé intencionadamente la presencia del punto de insercion
del flagelo y el flagelo mismo, ademas se revisd que no hubiera otras células superpuestas,
asi como la morfologia nuclear del espermatozoide.

Se contaron y analizaron entre 1594 y 12096 células por individuo para las distintas muestras
y todo se llevé acabo en dos pasos: una vez codificadas las preparaciones se contaron y
analizaron hasta tener una cuenta total (fue variable dependiendo de la muestra) y después
las preparaciones fueron recodificadas y se hizo un segundo analisis y conteo (Wyrobek et
al., 1990; Robbins et al., 1995; Van Hummelen et al., 1996). Si ambos analisis tuvieron
diferencia en las frecuencias obtenidas de més de un 10% entre si, se realizo un tercer analisis.
El uso de la metodologia AM8 a pesar de que cubre una porcién pequefia de todo el genoma
nos permite detectar simultaneamente anomalias cromosémicas numeéricas, asi como las

estructurales de tipo duplicacion y delecion parcial del cromosoma 1, en espermatozoides.
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V. RESULTADOS

V.1. Poblacion estudiada

Se obtuvieron 19 muestras de individuos normales los cuales respondieron al cuestionario
principal y de tamizaje y cumplieron los criterios de inclusion y exclusion establecidos
previamente. En cuanto a los pacientes con LH, se consideraron 4 muestras antes del
tratamiento, 23 muestras de pacientes que fueron tratados con quimioterapia ABVD y 21
tratados con quimioterapia MOPP/ABVD. Cabe destacar que todos los individuos
involucrados en el presente estudio y que recibieron RT fueron protegidos en la zona gonadal

con placas de plomo.

V.2. Espermatobioscopia

Se realizaron espermatobioscopias a las muestras de semen de todos los individuos
estudiados los cuales fueron registrados con un codigo, cada uno de los parametros fue
documentado y archivado en bases de datos y bitacoras, se analizaron tomando en cuenta los
pardmetros de la OMS 2010 y se obtuvieron los siguientes datos que se muestran en su
totalidad para los grupos de estudio:

En las siguientes tablas (1, 2, 3 y 4) se muestran los datos de los pardmetros de semen
obtenidos por espermatobioscopia de los cuatro grupos (Grupo |1 n=19, Grupo Il n=4, Grupo
Il n=23 y Grupo IV n=21), asi como los resultados del ensayo SCSA (DFI y HDS). Con un
promedio de edad en afios y una desviacion estandar (DE) para cada grupo de: Grupo | =
27.3 afos + 6.1, Grupo I1=24.5 £ 8.43, Grupo I11=29.17 £ 8.73 y para el Grupo IV=21.3 +
4.22.

El volumen obtenido de las muestras esta dado en mililitros (mL), la densidad y eyaculado
total de espermatozoides esta dado en millones (x 10°), la viabilidad es el porcentaje de
espermatozoides vivos, la movilidad es la suma de los porcentajes de espermatozoides con
movimiento progresivo rapido mas el movimiento progresivo lento y la morfologia
corresponde al porcentaje de espermatozoides normales. En cuanto a los resultados de ensayo
SCSA se presentan en porcentaje tanto para DFI como para el HDS. Se resalta en color
naranja las muestras consideradas como anormales para los distintos pardmetros analizados.

También se presentan promedio, desviacion estandar y rango de cada uno de los parametros
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obtenidos de las espermatobioscopias y del ensayo SCSA de los grupos de estudio. En la

ultima fila de las tablas, a modo de comparacion, se presentan los pardmetros aceptados por

la Organizacién Mundial de Salud (2010).

Tablal. Datos de los parametros de espermatobioscopia y ensayo SCSA, correspondientes al

Grupo I.
Grupol. | Volumen Densidad x 10° Esperma x Viabilidad % | Movilidad % | Morfologia pH DFI % | HDS %
Testigo mL eyaculado x 10° % Normales

n=19

NL18 1.6 137.5 220 70 60 52 8 17 13
NL25 15 260 390 86.5 17.5 38 8.5 13 12
NL26 4 134 538 89 58 45 8 11 12
NL27 2.7 241.75 652.72 79 18 44 8 19 21
NL29 15 485 727.5 92 83.5 67 8 7 12
NL33 4 187 748 74 74 66 8 18 13
NL36 2.8 120.75 338.1 70 68 90 8.5 25 6
NL37 3 22.2 66.6 60 20.5 68 8 10 22
NL38 4 178 712 83 57 76.81 8.5 12 12
NL39 2.5 9.2 23 75 22 63 8 11 10
NL40 1.6 84.25 134.8 77 50 64 8.5 14 8
NL41 1.1 78.37 86.21 79 63 43 8.5 10 17
NL42 2.1 97.16 204.03 89 68 68 8.5 7 12
NL43 2.8 25.5 714 81 35 45 9 12 11
NL44 2.3 64.62 148.64 76 52 66 8.5 12 13
NL45 33 49 161 82.5 64 57 85 7 21
NL47 1.8 111 199.8 73 73 86 85 10 9
NL48 3.6 262.16 943.8 80 73.9 92 8 10 8
NL49 2.8 170.25 467.7 60 95 86 8 7 7
Media 2.5 143.04 359.65 76.88 57.13 63.33 8.1 12.21 12.58
+ (DE) (1.58) (113.32) (283.15) (25.67) (29.76) (21.99) (4.16) (4.72) (4.66)
Rango (1.1-4) (9.2-485) (23-943.8) (60-92) (17.5-95) (38-92) (8-9) (7-25) (6-22)
omMs 21.5ml 215x 10° 239 x 10° 258% 240% 24%
2010

En los individuos del grupo | (testigo), todos los valores promedio de las espermatobioscopias

estan dentro de los limites normales, de acuerdo a la OMS 2010. Analizando los valores

individuales con respecto a los sugeridos por la OMS, la muestra NL41 esta por debajo del

valor sugerido para volumen 1.1 versus 1.5 mL, con respecto al parametro de movilidad las
muestras NL25, NL27, NL37, NL39 y NL43 presentaron un valor bajo a lo sugerido 17.5, 18,
20.5, 22 y 35 respectivamente versus 40%. La muestra NL39 es la que presentd valores bajos
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para distintos parametros, para densidad 9.2 versus > 15 x10°, para cuenta total por eyaculado
23 versus > 39 x10° y para movilidad 22 versus > 40 x10°. Con respecto a los valores de DFI
cabe destacar que una de las muestras la NL36 evidencié un DFI= 25% encontrandose este
valor en el umbral de lo sugerido como buena a regular integridad del DNA espermatico.
Todos los valores para HDS (cromatina inmadura y proteinas anormales) estuvieron por

debajo del valor considerado como negativo > 25%.

Tabla 2. Datos de los parametros de espermatobioscopia y ensayo SCSA, correspondientes al

Grupo 1.
Grupo Il. Volumen | Densidad | Esperma x Viabilidad % Movilidad % Morfologia pH DFI % HDS %
Antes de mL x 10° eyaculado % normales
Tratamiento x10°
n=4
131-1 3.4 23.8 80.92 42 5 54 8 36 6
135-1 1.1 16.9 18.59 74 74 66 8.5 4 11
160-1 0.9 116.75 105.08 75 20 74 8.5 8 12
164-1 1.65 57.875 95.49 67 76 78.5 8.5 30 7
Media 1.90 53.83 93.83 64.5 43.75 68.13 8.38 19.5 9
+ (DE) (1.44) (45.61) (47.95) (15.42) (36.61) (10.74) (0.25) (15.86) (2.94)
Rango (0.9-3.4) (16.9- (80.92-105.08) (42-75) (5-76) (54-78.5) (8-8.5) (4-36) (6-12)

116.75)

OMS 2010 215 215x10° | 239x10° 258% 2 40% 24%

Los datos promedio para los parametros obtenidos de espermatobioscopia, correspondientes
al Grupo Il se encuentran dentro de lo sugerido como normal por la OMS 2010. En el analisis
por individuo para el grupo I, los casos 135-1'y 160-1 tuvieron valores bajos para el parametro
de volumen 1.1 y 0.9 respectivamente versus 1.5 mL; para el parametro de cuenta total la
muestra 135-1 tuvo un valor por debajo del sugerido 18.59 versus 39 x10°; para el parametro
de viabilidad el paciente 131-1 present6 valor por debajo 42 versus > 58%; para el pardmetro
de movilidad los pacientes 131-1 y 160-1 encontraron valores bajos 5 y 20 respectivamente
versus > 40 x10°. En relacion al DFI, dos de los pacientes, el 131-1 y el 164-1, mostraron un
DFI alterado 36 y 30%, respectivamente, lo que representd el 50% de la poblacién total de
este grupo. Cabe resaltar que el paciente 131-1, el cual revel6 el valor mas alto para el DFI
tuvo valores bajos en los pardmetros de viabilidad y movilidad. Todos los datos para HDS
(cromatina inmadura y proteinas anormales) estuvieron por debajo del valor considerado

como negativo > 25%.
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Tabla 3. Datos de los parametros de espermatobioscopia y ensayo SCSA, correspondientes

al Grupo I11. En el caso de la celda que se encuentra vacia no hubo dato.

Grupo lll. Volumen | Densidad | Esperma x Viabilidad % Movilidad % Morfologia pH DFI% | HDS %
ABVD mL x 108 eyaculado % Normales
n=23 x108
ABVD-49-11I 2 216 432 73 55 52 8.5 22 7
ABVD-51-l1I 3.5 178.25 624 80.5 54 77 8.5 6 13
ABVD-53-llI 3.9 98.8 385 80 28 71 8.5 19 8
ABVD-54-Il1 0.8 82.3 69.5 76 28 60 8.5 42 12
ABVD-56-11I 3.8 26.2 99.56 87 58 71 8 18 7
AVBD-62-111 1.1 179 197 82 55 74 8 4 16
ABVD-67-1lI 3.8 1233 468.35 85.5 24 49.5 8 11 12
ABVD-77-l1l 1.5 25 37.5 61 51 47.5 9 12 11
ABVD-88-llI 2 18.5 37 93 65 42 8.5 14 8
ABVD-90-IlI 1.2 250.5 300.6 80.5 79 76 8.5 29 3
ABVD-91-llI 4.4 70.37 309.62 56 62 8 26 8
ABVD-95-111 1.7 147.5 250.75 84 60.7 73 8 33 7
ABVD-98-l1I 0.8 78.7 62.96 53 48 41 8.5 22 10
ABVD-110-ll | 1.6 7.6 12.16 74.5 46.5 68 9 5 13
ABVD-112-lll 2.5 107 267.5 82 51 72 8 14 5
ABVD-120-1ll | 0.7 125.5 87.5 68 4 60 8 22 12
ABVD-126-l11 1.2 355 40.2 70 8.5 55 8.5 6 17
ABVD-127-ll | 1.5 96.75 145 69 68 67 8.5 12 7
ABVD-128-lll 1.4 81.5 114.1 81 62 64 8.5 14 11
ABVD-148-lll | 2.4 47 113.1 74 39.5 71 8.5 4 23
ABVD-176-l1l 2.7 27 72.9 60.5 65 11.5 8 6 16
ABVD-178-ll | 1.5 28.12 4218 74.75 66 8.5 8 9 16
ABVD-183-lll 7.7 64.25 495 61 64.44 9.25 8 33 16
Media 2.3 100.19 330.67 74.63 50.94 64.22 8.17 16.65 11.22
+ (DE) (0.58) (59.55) (190.35) (35.19) (27.04) (28.72) (4.18) | (10.58) | (4.68)
Rango (0.7-7.7) (7.6- (12.16-624) (53-93) (4-79) (8.5-77) (8-9) (4-42) | (3-23)
250.5)
OMS 2010 215 215 x 10° 239 x 10° 258% 240% 24%

Los valores promedio para los pardmetros obtenidos de espermatobioscopia, correspondientes

al Grupo 11 se encuentran dentro de lo sugerido como normal por la OMS 2010. En el analisis

por individuo para el parametro de volumen los pacientes 54, 62, 90, 98, 120, 126 y 128

presentaron valores por debajo 0.8, 1.1, 1.2, 0.8, 0.7, 1.2 y 1.4, respectivamente versus 1.5

mL; para el parametro de densidad del paciente 110 se tuvo valor por debajo del normal 7.6

versus > 15 x10°; para la cuenta total por eyaculado los pacientes 77, 88 y 110 manifestaron

valores bajos 37.5, 37 y 12.16, respectivamente versus > 39 x10% para el parametro de

viabilidad la muestra 98 registro valor por debajo 53 versus 58% y para el pardametro de
movilidad las muestras 53, 54, 67, 120, 126 y 148 exhibieron valores por debajo 28, 28, 24,
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4, 8.5y 39.5 respectivamente versus >40%. Con respecto a los valores del DFI las muestras

54, 90, 91, 95 y 183, que representan el 21.7% de la poblacion total para este grupo, tuvo

valores altos 42, 29, 26, 33 y 33% respectivamente versus < 25%. Se destaca que el paciente

54 que revelo el valor mas alto para DFI y en la espermatobioscopia indicé valores por debajo

de lo aceptado para los parametros de volumen y movilidad. Todos los valores para HDS

(cromatina inmadura y proteinas anormales) estuvieron por debajo del valor considerado

como negativo > 25%.

Tabla 4. Datos de los parametros de espermatobioscopia y ensayo SCSA, correspondientes al

Grupo IV. Para las celdas que se encuentran vacias no hubo datos.

Grupo IV. Volumen | Densidad | Esperma x Viabilidad % | Movilidad % Morfologia | pH DFI % | HDS %
ABVD/MOPP | mL x10° eyaculado x10° %Normales
N=21
MOPP-2-Ill 33 0.28 0.92 25 14
MOPP -3-Ill 35 42 147 70 8 26
MOPP -6-Ill 14 51.13 71.57 76 53 10
MOPP-7-lll 24 72.25 1734 33 7
MOPP -14-lll 19 64.5 122.55 76 34 18 8 20 27
MOPP-16-Ill 18 27.75 49.95 36 22
MOPP-17-1ll 3 2.8 8.4 49 9
MOPP -19-1ll 24 130 312 8 37
MOPP-29-1ll 15 361.1 541.6 81 8.5 22 14
MOPP-31-1ll 21 6.55 13.7 60.5 7 40 8.5 16 7
MOPP -59-Ill 6.5 5.7 37.05 60 19.5 24 8 13 22
MOPP -81-lll 2 27.75 55.5 80 225 46.5 8.5 18 15
MOPP-85-|ll 1.2 117 140.4 86.7 43 76 13 17
MOPP -105-1ll 28 105 294 70 71 59 8.5 28 9
MOPP -106-IlI 0.5 1395 69.75 72 49 45 8.5 16 11
MOPP -158-IlI 1 0.8 0.8 50 2 32 8.5 13 30
MOPP-169-Il1 2 248 496 85.5 40.5 793 7.5 13 8
sMOPP-170-lll | 3.2 169.5 542.4 71 50 58.5 8 13 23
MOPP-171-111 11 20
MOPP-172-1l1 6.3 0.45 2.8 30 4 46 7.5 31 16
MOPP -174-IlI 35 108 380.625 72 37 46 8 21 12
Media 2.62 93.28 192.15 69.38 (14.65) 31.62 47.52 817 | 2190 | 16.95
+ (DE) (1.54) (94.39) (188) (21.96) (18.60) (0.39) | (12.54) | (4.22)
Rango (0.5-6.5) (08-361.1) (0.8-542.4) (30-85.5) (2-71) (18-79.3) (7.5- (8-53) (7-37)
8.5
OMS 2010 215 215x10° | 239x10° >58% >40% >4% :

En el caso de los valores promedio para los parametros obtenidos de espermatobioscopia,

correspondientes al Grupo IV se encuentran dentro de lo sugerido como normal por la OMS

2010, excepto en movilidad que se encontro por debajo 31.62 versus >40%. En el andlisis por

individuo para el pardmetro de volumen los pacientes 6, 85, 106 y 158 presentaron valores

menores 1.4, 1.2, 0.5 y 1 respectivamente versus > 1.5 mL; para la densidad las muestras de

35




los pacientes 2, 17, 31, 59, 158 y 172 presentaron valores por debajo 0.28, 2.8, 6.55, 5.7, 0.8
y 0.45 respectivamente versus > 15 x10°% En la cuenta total de espermatozoides por
eyaculacion, las muestras 2, 17, 31, 59, 158 y 172 tuvieron valores por debajo 0.92, 8.4, 13.7,
37.05, 0.8 y 2.8 respectivamente versus > 39 x10° y para el pardmetro de movilidad los
pacientes 14, 31, 59, 81, 158, 172 y 174 manifestaron valores bajos 34, 7, 19.5, 22.5, 2,4y
37 respectivamente versus > 40%. Con respecto a los valores del DFI se encontr6 dafio alto
en los pacientes 2, 6, 7, 16, 17, 105 y 172, que representan el 33.3% de la poblacion total para
este grupo 25, 53, 33, 36, 49, 28 y 31% respectivamente versus < 25%. Algunas de las
muestras que revelaron valores altos para DFI también demostraron valores por debajo de lo
aceptado para algunos parametros de espermatobioscopia. La muestra 2 evidencid valores
bajos para densidad y cuenta total, la muestra 6 para volumen, la 17 para densidad y cuenta
total, la 172 para densidad, cuenta total, viabilidad y movilidad y la 174 para movilidad. Las
muestras 3, 14, 19 y 158 tuvieron valores elevados para HDS 26, 27, 13 y 30 respectivamente,
estuvieron por encima del valor considerado como negativo > 25%. Cabe mencionar que no
se contd con muchos de los datos para distintos parametros, por ello es que algunas celdas se
encuentran vacias sin dato alguno; esto se debid a que las muestras de este Grupo fueron
tomadas de un banco de células criopreservadas y lamentablemente los registros que se

hicieron estan incompletos.

V.3. Dafo en la estructura de la cromatina

El ensayo SCSA fue usado para detectar dafio en la estructura de la cromatina de los
espermatozoides de los grupos de estudio, la integridad de la cromatina fue expresada por
los parametros DFI y HDS. En este estudio se puso particular atencion en el DFI, la tabla 5

resume los valores de DFI encontrados como anormales para los cuatro grupos de estudio.
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Tabla 5. Resultados de la Evaluacion de la estructura de la cromatina espermatica por

el ensayo SCSA.

GRUPOS Muestras con DFl de
DFI 2 25% Muestras alteradas
(%)
. Testigo 1/19 25
n=19 (5.3%)
1. Antes de tratamiento 2/4 30y 36
n=4 (50%)
. Tratados con ABVD 5/23 26,29, 33,33y42
n=23 (21.7%)
Iv. Tratados con MOPP/ABVD 7/21 25, 28, 31, 33,36,49y 53
n=21 (33.3%)

Para el Grupo I con una n=19 (individuos testigo), la media para el DFI fue de 12.21 +4.72 y

un rango de 7-25. Cabe mencionar que tan solo un individuo el NL36 se encuentra en el umbral

de dafio con un valor de 25%; para los valores de HDS la media fue de 12.58 + 4.66 y un

rango de 6-22. Para el Grupo Il con una n=4 (pacientes pretratamiento), la media para el DFI

fue de 19.5 + 15.86 y un rango de 4-36; para los valores de HDS la media fue de 9 £ 2.94 y

un rango de 6-19. Para el Grupo Il con una n=23 (pacientes tratados con ABVD), la media

para el DFI fue de 16.65 £ 10.58 y un rango de 4-42; para los valores de HDS la media fue de

11.22 + 4.68 y un rango de 3-23. Y por ultimo para el Grupo IV con una n=21 (pacientes
tratados con ABVD/MOPP), la media para el DFI fue de 21.9 + 12.54 y un rango de 8-53;
para los valores de HDS la media fue de 16.95 + 4.22 y un rango de 7-30.

Tabla 6. Valores promedio de DFI.

GRUPOS MEDIA PARA +DE RANGO
VALORES DEL DFI
I 12.21 4.72 (7-25)
I 19.5 15.86 (4-36)
n 16.65 10.58 (4-42)
v 21.9 12.54 (8-53)
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Los valores promedio mas altos por grupo para el valor del DFI corresponden al grupo de
pacientes antes del tratamiento y al grupo de pacientes tratados con QT que incluye MOPP
19.5y 21.9%, respectivamente.

A continuacion, se expresan las graficas correspondientes de las muestras que presentaron los
valores mas altos para DFI de los cuatro grupos de estudio. Se exponen los citogramas e
histogramas obtenidos por el “software SCSA”; tan solo se ubicaran en este apartado las
muestras con valor maximo para el DFI por grupo, para el resto de las demas muestras con
DFI menor sus graficas se podran consultar en el Anexo 5 de este documento.

Breve descripcion de las graficas obtenidas del ensayo SCSA:

a) Las gréficas de puntos, citograma o (“dot plot”) como se conoce en citometria de flujo
muestran el indice de fragmentacion del DNA, cada punto en el diagrama representa la
fluorescencia del DNA de un espermatozoide analizado por el laser del citometro de flujo, en
el eje de las () se representan las células con DNA de doble cadena intacto versus el eje de las
(X) que representa al DNA desnaturalizado o de cadena sencilla.

b) Los histogramas muestran la distribucion del indice de fragmentacion del DNA (dado por la
proporcién de fluorescencia roja/fluorescencia roja + verde por el nimero de eventos). Donde

la suma de las fracciones moderado a alto nos da la proporcion total del porcentaje de DFI.

Los porcentajes de los indices de fragmentacién del DNA se valoraran bajo los siguientes

criterios:

< 15% DFI = De excelente a buena la calidad del DNA espermatico.

> 15% a < 25% DFI = De buena a regular Integridad del DNA espermatico.
> 25% a < 50% DFI = De regular a mala integridad del DNA espermatico.
> 50% DFI = Muy mala integridad del DNA espermatico.
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Grupo I. Valor maximo con dafio en la cromatina expresado por el DFI (Caso NL36).
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Grupo Il Valor maximo con dafio en la cromatina expresado por el DFI (Caso 131-1).
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Grupo Il Valor maximo con dafio en la cromatina expresado por el DFI (Caso ABVD

54).
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Datos clinicos de los pacientes que tuvieron DFI elevado por grupo.

Del grupo I, pacientes antes del tratamiento, para el caso 131-1 con el DFI més elevado de 36%
al momento del diagnostico y tratamiento se encontraba en estadio VB de la enfermedad,
condicion histoldgica de Celularidad Mixta y una edad de 37 afios al momento de la donacion
de muestra de semen para el presente estudio.

Para el grupo 11, pacientes tratados con la terapia ABVD, el caso ABVD-54 con el DFI més
elevado de 42%, al momento del diagndstico y tratamiento se encontraba el paciente en estadio
I1IB de la enfermedad y una condicion celular de esclerosis nodular. La edad a la que fue
diagnosticado el paciente, que fue la misma en la que comenzo el tratamiento, fue a los 17 afios
y la edad a la que dond muestra de semen para participar en el presente estudio fue a los 23
afios, es decir, 6 afios después del tratamiento. Los registros de RT mencionan que se aplico en
region de cuello con una dosis de 40 Gy, y la QT ABVD fue administrada a las siguientes dosis:
adriamicina 44 mg/m?, bleomicina 18 mg/m?, vincristina 10 mg/m? y dacarbacina de 650
mg/m?, aplicada en 6 ciclos.

En el grupo 1V, pacientes tratados con terapia MOPP/ABVD, el caso MOPP-6 el cual presentd
el DFI mas elevado de todos los pacientes estudiados, con 53%, al momento del diagnostico y
tratamiento se encontraba en estadio | de la enfermedad. La edad del paciente al tiempo del
diagnostico y tratamiento fue a los 14 afios y la edad al lapso de la donacion de la muestra de
semen fue a los 24 afios, es decir 10 afios después el tratamiento. Los registros de RT mencionan
que fue administrada en la regién de cuello con una dosis de 30 Gy; la QT administrada
ABVD/MOPP fue de 3 ciclos cada una, con dosis de mostaza de 6 mg/m? y de procarbazina de
100 mg/m?.
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V.4. Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) en espermatozoides metodologia AM8

Dafio numérico y estructural detectado con la metodologia AM8

De los pacientes del grupo Ill, tratamiento ABVD se procesaron las muestras mediante la
técnica FISH en interfase, ensayo AMS8, para corroborar dafio cromosomico estructural (Tabla
7) y numérico (Tabla 8), se escogieron dos muestras de pacientes que tuvieron DFI elevado y
dos que presentaron DFI bajo. Y para el grupo IV, pacientes con tratamiento MOPP/ABVD se
logré analizar una muestra de un paciente que presentd DFI elevado y dos con DFI bajo. Dos

muestras de individuos normales fueron utilizadas como testigo.

Tabla 7. Dafio cromosémico estructural detectado en muestras de esperma por AM8

MUESTRA Iglttjalla:e deﬁeoc?én AMM8 TOTAL TOTAL Frecuencia
. duplicaciéon 1p  ANORMALES NORMALES
analizadas 1p
NL-10 4918 6 6 4912 0.0012
NL-46 10010 2 2 10008 0.00019
ABVD-53 / BAJO DFI 2991 2 2 2989 0.00066
ABVD-49 / BAJO DFI 10205 4 4 8 10197 0.00078
ABVD-54 / ALTO DFI 12087 3 3 12084 0.00024
ABVD-90 / ALTO DFI 10821 0 10821 0
MOPP-174 / BAJO DFI 5610 12 8 20 5590 0.0035
MOPP-171 / BAJO DFI 4571 3 2 5 4566 0.001
MOPP-17 / ALTO DFI 1595 1 1 2 1593 0.0012

La tabla 7, retne los datos correspondientes al dafio estructural detectado mediante la técnica
AMB8. Se analizaron dos testigos, el NL-10 y el NL46 ambos presentaron alteracion estructural
con delecion de la region 1p, con un total de ocho celulas anormales. Lo que represento una
frecuencia en promedio de dafio estructural de 0.00069.

En el caso de las muestras analizadas del grupo 1ll, pacientes tratados con terapia ABVD, se
escogieron dos muestras con DFI bajo y dos con alto, ABVD 53, ABVD 49y ABVD 54, ABVD
90, respectivamente. Se encontré mayor dafio en las muestras de los pacientes con DFI bajo,
con un total de 10 células anormales: 6 con delecion de la region 1p y 4 con duplicacion de la
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region 1p; en comparacion con las que presentaron DFI alto, con un total de 3 células anormales
con delecion 1p. En promedio las muestras con DFI bajo presentaron una frecuencia de dafio
estructural medido por la técnica AM8 de 0.00072 y las muestras con DFI alto presentaron una
frecuencia promedio de 0.00024.

Para el grupo IV pacientes tratados con MOPP/ABVD se analizaron dos muestras
representativas con DFI bajo y una muestra con DFI alto, MOPP174/MOPP171 y MOPP17,
respectivamente. Se encontré6 mayor dafio en las muestras con DFI bajo, que en las muestras
con DFI alto, para este grupo hubo un total de 25 células anormales: 15 presentaron delecion
de la region 1p, y 10 presentaron duplicacion de la regién 1p, lo cual represento un promedio
de frecuencia de dafio estructural de 0.0022. Y para la muestra con DFI alto hubo presencia de
2 células anormales: 1 con delecion 1p y la otra con duplicacion 1p, lo cual significd una
frecuencia de 0.0012.

Tabla 8. Dafio cromosémico numérico detectado en muestras de esperma por FISH AM8

Total de

. TOTAL TOTAL .

MUESTRA celu!as 008 AAMMS AMO AMSS8 ANORMALES NORMALES Frecuencia

analizados
NL-10 4914 2 2 4912 0.0004
NL-46 10012 2 2 4 10008 0.00039
ABVD-53 /
BAJO DFI 2391 1 1 2989 0.00033
ABVD-49 /
BAJO DFI 10210 5 1 5 2 13 10197 0.0012
ABVD-54 /
ALTO DFI 12096 10 2 12 12084 0.00099
ABVD-90 /
ALTO DFI 10825 1 2 1 4 10821 0.00036
MOPP-174 /
BAJO DFI 5595 1 3 1 5 5590 0.00089
MOPP-171/
BAJO DFI 4567 1 1 4566 0.00021
MOPP-17 /
ALTO DFI 1594 1 1 1593 0.00062

La tabla 8, reune los datos correspondientes al dafio numérico detectado por la técnica AM8 en

espermatozoides. Las muestras correspondientes a los dos testigos NL-10 y NL46 presentaron
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dos células con disomia del cromosoma ocho y cuatro células con nulisomia para el mismo
cromosoma, lo cual represent6 una frecuencia promedio de dafio numérico de 0.00039.

En el caso de las muestras analizadas del grupo 111, se encontrd dafio numérico elevado tanto
en pacientes con DFI bajo como pacientes con DFI alto. La muestra ABVD-49/bajo DFI fue la
que evidencio la frecuencia mas alta 0.0012, con un total de 13 células anormales: 5 con
delecion de las regiones centroméricas y teloméricas del cromosoma uno, 1 con duplicacion de
la region centromérica y telomérica de cromosoma uno, 5 con nulisomia del cromosoma ocho
y 2 con disomia del cromosoma ocho. Después la muestra ABVD-54 / alto DFI con una
frecuencia de dafio de 0.00099, con un total de 12 células anormales: 10 con nulisomia del
cromosoma ocho y 2 con disomia del cromosoma ocho. Para el caso de las muestras del grupo
IV se encontrd el siguiente dafio numérico, la muestra MOPP-174/bajo DFI present6 la
frecuencia més alta siendo de 0.00089, con un total de 5 células anormales: 1 con delecion de
las regiones centroméricas y teloméricas del cromosoma uno, 3 con nulisomia del cromosoma
ocho y 1 con disomia del cromosoma ocho. La muestra con bajo DFI preentd una frecuencia
de 0.00021, con 1 célula anormal con disomia del cromosoma ocho. EI promedio de las
frecuencias de las muestras con bajo DFI es de 0.00055. La muestra MOPP-17/alto DFI
presentd una frecuencia de 0.00062, con la presencia de una célula anormal con nulisomia del

cromosoma ocho.

VI. DISCUSION

V1.1. Se encontro alteracion de la cromatina en pacientes pretratamiento.

En este estudio se detectaron resultados positivos para alteracion de la cromatina en dos de los
cuatro pacientes del grupo Il antes de tratamiento; estos pacientes con un DFI elevado,
presentaron sintomas B de la enfermedad, que incluye fiebre, por lo que podrian estar
relacionados con el dafio a nivel de cromatina. De hecho, uno de estos dos pacientes con valor
elevado de DFI, el mas alto de su grupo, también manifestd valores alterados en la
espermatobioscopia, por debajo de la media aceptada para los parametros de viabilidad y

movilidad comparado con el grupo testigo y con los valores de la OMS 2010.
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El linfoma activo y en especial los periodos de fiebre influyen negativamente en la
espermatogénesis (Dohle, 2010). Engert y Horning (2011) sefialan que el paciente con LH
presenta fiebres, sudores nocturnos, pérdida de peso, prurito y fatiga. Describen que es uno de
los padecimientos que pueden causar fiebre de origen y que se manifiesta intermitentemente
durante varios dias que alternan con periodos sin fiebre; estos datos se asocian con un mal
prondstico. Las alteraciones en muestras de esperma antes del tratamiento han sido descritas en
distintos trabajos (van der Kaaij et al., 2009; Paoli et al., 2016), las causas de estas alteraciones
no se saben con claridad, pero entre los factores de riesgo estan la fiebre, el estrés fisiologico y
los mecanismos inflamatorios mediados por la respuesta inmune. Louis Bujan y colaboradores
(2014) citan dos trabajos importantes sobre la posible relacion que existe entre los episodios
febriles y las alteraciones espermaticas que se puedan encontrar; Evenson y colaboradores
(2000) realizaron mediciones bioquimicas y de citometria de flujo en muestras de semen de un
paciente fértil que presentd gripe y fiebre de 39.9 °C y después se analizaron muestras en serie
al dia 18 y hasta el dia 66, para proteinas nucleares, tincion del DNA, tioles libres (SH) y
susceptibilidad a la desnaturalizacion del DNA in situ; sus resultados mostraron que los efectos
de este episodio de influenza / fiebre indujeron un aumento de la susceptibilidad a la
desnaturalizacion del DNA in situ, una mayor capacidad de tincion del DNA, una disminucion
del numero de tioles libres (SH) y una alteracion en la composicion de la proteina nuclear en
las muestras de esperma eyaculado, los cambios en la composicion de la cromatina parecen
reflejar un efecto de la fiebre que afecta en las etapas tempranas de la espermatogénesis. Por
su parte Sergiere y colaboradores (2007) reportan parametros de cuenta total de
espermatozoides, movilidad y viabilidad, asi como la integridad del DNA mediante los ensayos
SCSA y TUNEL, en un individuo voluntario fértil que presento fiebre por 2 dias de 39 + 40 °C
y encontraron que la cuenta total de espermatozoides disminuy6 significativamente a los dias
15, 37 y 58 después de la fiebre, regresando a la normalidad a los 79 dias posteriores a la
elevacion de temperatura. En ese trabajo, se concluyd que el DFI, presenté un aumento
significativo en un 24% y 36% a los dias 15 y 37 después de la fiebre, respectivamente y
disminuy6 al 15% y 8%, respectivamente, en los dias 58 y 79. Por otro lado, la fragmentacion
del DNA espermatico, medida por el ensayo TUNEL, manifesté un aumento no significativo
(23%) al dia 15 después de la fiebre. Concluyendo que su estudio muestra que un episodio febril

puede tener efectos marcados en los parametros del semen y en la integridad del DNA.
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Es de hacer notar que por cuestiones relacionadas con fertilidad hay pacientes que solicitan que
se conserve en un banco de criopreservacion muestra de su semen antes de iniciar la terapia
anticancer, para ser usada a futuro. Con base en los resultados de este trabajo, junto con los
encontrados en la literatura, nos permiten sugerir que se realicen estudios de calidad de semen
y de cromatina de espermatozoides para determinar si es recomendable o0 no preservar estas

células.

V1.2. Una tercera parte del grupo de sobrevivientes a tratamiento con MOPP/ABVD o

solo ABVD, presentaron alteracion en la estructura de la cromatina.

En los dos grupos de pacientes estudiados se presentaron un nimero considerable de individuos
con dafio en la cromatina cuantificado por DFI; en el grupo 111, 5 de 23 pacientes 21.7%, y en
el grupo 1V, 7 de 21 pacientes 33.3%. En general, se observd mayor dafio en el grupo 1V con
quimioterapia MOPP/ABVD; los valores promedio de dafio en cromatina detectado por SCSA
para el grupo 111 fueron DFI 16.65 + 10.58 con un rango de 4-42, para los pacientes del grupo
IV tratados con terapia MOPP/ABVD se encontr6 una media para el DFI de 21.9 £+ 12.54 con
rango de 8-53. En cuanto al HDS del grupo 111 fue de 11.22 + 4.68 con un rango de 3-23, ningun
paciente presentd valor por encima del sugerido como normal > 25%, mientras que el grupo IV
revel6 una media HDS de 16.95 + 4.22 con un rango de 7-37, y 4 de los 21 pacientes indicaron

valores por encima de lo sugerido como normal > 25%.

En este estudio se encontr6 variabilidad intragrupo en la respuesta al tratamiento, ya que la
mayoria de los pacientes no tuvieron datos de alteracion de la cromatina, ni DFI ni HDS, sin
embargo, un subgrupo de ellos si presentaron datos de genotoxicidad como DFI y HDS mayor
a 25. Es evidente entonces que el tratamiento anticancer en los pacientes con LH puede inducir

dafio en la cromatina, persistente en algunos de ellos.

Los registros de los participantes que fueron positivos para genotoxicidad, muestran que el
unico dato que tienen en comun es que a la mayoria se les administr6 RT, aunque como se
menciono con anterioridad todos los pacientes tratados con RT fueron protegidos con placas de
plomo en el area de los genitales. Todas las muestras con tratamiento ABVD y que presentaron
genotoxicidad, los pacientes fueron tratados con RT administrada en diferentes regiones, el
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promedio de la dosis aplicada fue de 34.5 Gy con un rango de 21-40 Gy. A excepcion de la
muestra ABVD 91, la cual no tiene registro de RT y que de su grupo con presencia de
genotoxicidad, es la que tuvo el valor més bajo de DFI, siendo este de 26%. Para el grupo de
muestras tratadas con MOPP/ABVD y que presentaron genotoxicidad, se encontré en comun
que todos los individuos recibieron RT administrada en distintas regiones, con un promedio de

dosis de 30.3 Gy con un rango de 15 - 40 Gy.

En cuanto a los agentes componentes de la quimioterapia ABVD, aparentemente ninguno de

ellos es capaz de alcanzar las células madre germinales.

Especificamente, en la QT MOPP/ABVD se encuentra la procarbazina, substancia que es capaz
de alcanzar las células madre germinales masculinas. Es muy probable que este compuesto sea
el responsable de los altos indices de dafio en la cromatina que se observo en el grupo IV y que
se encuentre mas afectado que el grupo Ill tratado con ABVD. Esto estad de acuerdo con
hallazgos anteriores de nuestro grupo en el que se encuentra genotoxicidad a largo plazo con

este esquema de tratamiento (Sanchez, 2006).

Se sabe que los agentes alquilantes son capaces de inducir tumores malignos secundarios, los
mas comunes que resultan del tratamiento contra linfomas son las leucemias y tumores sélidos,
por ejemplo, de rifion, vejiga, pulmdn, mama, tiroides, hueso, tejido blando, estomago, eséfago,
colon y recto, cérvix, asi como de cabeza y cuello. Estos ocurren principalmente después de RT
0 con tratamiento combinado y aproximadamente el 75% sucede dentro de las zonas radiadas;
en un seguimiento de 15 afos el riesgo de los segundos tumores solidos se aproxima al 13%
segun estimaciones de la literatura (Dores et al. 2002; Gangopadhyay et al., 2012), lo cual

indica la alta genotoxicidad de los compuestos que se utilizan en la terapia anticancer.

Bujan et al. (2014), en un analisis multivariado realizado a un grupo de pacientes con LH antes
y después de tratamiento, mencionan que las caracteristicas espermaticas alteradas antes del
tratamiento son mas sensibles a los agentes terapéuticos que aquellas que se encuentran en
parametros de normalidad. Dentro de sus resultados notan que un porcentaje de sus pacientes
permanecid azoospérmico dos afios después del tratamiento con terapia MOPP, por lo que
sugieren que los efectos ocasionados por el tratamiento contra el cancer durante la
espermatogénesis y principalmente el provocado a las celulas madre germinales podria ser la

explicacion al dafio encontrado tiempo después del tratamiento.
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Dado lo anterior, se puede mencionar que las alteraciones en la espermatogénesis dependen de
un conjunto de factores heterogéneos entre ellos la condicion de la enfermedad, tipo y dosis de
los tratamientos administrados, condicién del paciente, antecedentes de enfermedades genitales
que afectaron la produccion normal de la calidad espermatica, entre otros (Martinez et al.,
2017).

Respecto a los pacientes que recibieron QT ABVD, aunque ninguno de los componentes del
esquema ABVD se ha reportado que alcance a dafar a las células madre germinales, en este
estudio, 5 de las 23 muestras (21.7%) de los pacientes presentaron alteracion de la cromatina.
Como se menciono la espermatogeénesis puede estar alterada desde el momento del diagndstico
del cancer, por lo que el tratamiento podria afectar ain mas la funcién gonadal, aunque estos
efectos pueden ser parcialmente reversibles, dependiendo de los agentes y la dosis acumulativa
utilizada. En los pacientes de este trabajo, no se tiene la informacion completa sobre la
espermatobioscopia antes del tratamiento, pero en 21.7% de los pacientes, se encontrd por lo

menos 2 parametros de la espermatobioscopia alterados.

Los agentes actualmente empleados para la QT, como ABVD Yy los protocolos de tratamiento
de RT permiten la curacién de la enfermedad evitando a largo plazo infertilidad relacionada
con el tratamiento. A diferencia de esto, los agentes alquilantes como la mostaza nitrogenada,
la procarbazina y la ciclofosfamida, utilizados anteriormente para tratar los linfomas, causan
azoospermia permanente en hasta el 90% de los pacientes, mientras que la terapia actual contra
el LH con una combinacion de agentes no alquilantes como ABVD da como resultado una
recuperacion en la espermatogénesis despues del tratamiento en el 90% de los pacientes. En
cuanto a la genotoxicidad, el protocolo ABVD, actualmente el méas utilizado para el tratamiento
contra el LH, se asoci6 con dafio genotéxico, aunque en menor nimero de pacientes y un
minimo dafio cuantificado por DFI y como se ha reportado anteriormente (Smit et al., 2010),
la espermatogénesis se recupero en el 90% de los pacientes en este estudio, aunque como se
menciono un 21.7% presentd por lo menos dos parametros de espermatobioscopia alterados,
no es posible afirmar las posibles causas de esta respuesta, por lo que se puede suponer que

existen factores diversos como probales causantes del dafio en la cromatina.

Finalmente, se puede decir que los datos de este estudio, sugieren que el tratamiento para el LH
puede afectar negativamente la fertilidad, estas alteraciones dependeran del tipo de QT, dosis
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y cantidad de ciclos administrados, de si recibieron o0 no RT, asi como de la edad del paciente.
La QT con agentes alquilantes especialmente los que contienen procarbazina y ciclofosfamida
es mas perjudicial para la funcién gonadal y los resultados de este estudio, mostraron una mala
calidad de la espermatobioscopia y un mayor nimero de pacientes con DFI alto cuando fueron
tratados con MOPP. El uso de QT sin agentes alquilantes, como lo es la terapia ABVD parece
ser menos agresiva para los espermatozoides, sobre todo si se considera que en este estudio
solo se estdn considerando los pacientes tratados con QT que incluye MOPP, que tienen
produccién de espermatozoides, por lo que un sesgo importante es que los pacientes mas
afectados a nivel gonadal, no se estan estudiando puesto que tuvieron azoospérmia permanente
o de larga duracién. En general, podemos sugerir que el uso de estos agentes en la terapia, da
como resultado una poblacién de individuos sobrevivientes de céancer que llegan a una edad
reproductiva con esperanza de fertilidad, pero con gametos con cromatina afectada, lo cual los
convierte en foco de atencion ya que podrian presentar fertilidad, pero con posibles problemas

de concepcidn o en su descendencia (van der Kaaij, et al. 2010).

V1.3. Dafio cromosémico determinado por FISH AM8 y su relacién con las alteraciones a

la cromatina detectado por SCSA.

La busqueda del posible dafio ocasionado por el uso de agentes genotéxicos empleados en la
quimioterapia administrada a pacientes con LH, ha llevado a distintos estudios encargados de
demostrar la presencia del dafio a nivel de células germinales, esto se ha hecho utilizando
muestras de semen, ya que el manejo de espermatozoides es mas facil dado la cantidad de
células. Dentro de las metodologias empleadas para abordar esta problematica ha sido de gran
ayuda el uso de FISH principalmente en el marcaje de los cromosomas implicados en las
principales aneuploidias en seres humanos, de manera que distintos investigadores han
empleado esta metodologia para demostrar dafio evidente en LH, tanto antes, durante y después
de la enfermedad (Brandriff et al. 1994; Martin et al., 1995; Monteil et al., 1997; Robbinss et
al., 1997; Frias et al., 2003 y Tempest et al., 2008).

Recientemente Martinez et al. (2017) publicaron un trabajo donde analizaron parametros
convencionales de semen y datos obtenidos por metodologia FISH para los cromosomas 18, X
y Y, para una poblacién analizada prospectivamente de pacientes con LH y Linfoma no

49



Hodgkin encontraron en su poblacion de pacientes una alta frecuencia de aneuploidias antes
del tratamiento, los pardmetros del semen siguieron un curso similar antes y después del
tratamiento. Los autores destacan la importancia del estudio al ser un andlisis prospectivo, pero
al igual ven las debilidades que tiene Unicamente reportar tres tasas de aneuploidias tan solo
para tres cromosomas Yy el no investigar anormalidades estructurales, mencionando que esto
podria subestimar los efectos de los tratamientos en todos los cromosomas espermaticos, dado
que algunos autores han sugerido que podria existir un efecto intercromosémico (Frias et al.,
2003; Rogenhofer et al., 2012).

En este estudio no se encontrd correlacion entre las frecuencias del dafio detectado con las
metodologias SCSA vy el realizado con FISH, es probable que esta falta de asociacion se deba
a que no fueron estudiados con FISH todos los pacientes, sino solamente uno o dos de cada
grupo con DFI alto y bajo, como se puede observar en las tablas 7 y 8. El estudio de FISH por
otra parte, detecta dafio al DNA ya consumado en las células, mientras que el estatus de la
cromatina estudiado por SCSA lo que esta revelando es una alteracion en la condensacion y
estructura de la cromatina, lo cual es muy probable que sea el precedente de las rupturas de
doble hebra, que evidencia la metodologia y que son mas bien, precursoras de las lesiones que
se detectan mediante el FISH. Por otra parte, el FISH es un estudio que genera informacion de
célula individual y tan s6lo de 2/24 cromosomas, por lo que es probable que, aunque ambos
procedimientos detecten dafio estructural del DNA, se requiera de un estudio de poblacion mas
grande para poder encontrar coincidencias relativas al dafio genotoxico conferido por los
agentes anticancer que aqui se estudiaron. A pesar de esta falta de correlacion, se considera
que es de gran importancia obtener informacion de dafio cromosémico espermaético tanto

numérico como estructural, para fortalecer el entendimiento de la enfermedad.

VIl. CONCLUSIONES

Se encontraron valores altos de DFI en todos los grupos de pacientes, asi como en el grupo
testigo. Una tercera parte del grupo de pacientes tratados con MOPP/ABVD presentaron
alteracion en la estructura cromatinica, mientras que en el grupo ABVD se encontraron
alteraciones en 5 de los 23 casos (21.7%); en el grupo tratado con MOPP se encontrd un alto
numero de pacientes, 7 de 21 (33.3%). Enla QT que incluye MOPP, se sabe que el componente
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procarbazina puede inducir genotoxicidad en células madre germinales masculinas, mientras
que laterapia ABVD, que actualmente es el estdndar, no hay evidencia de que sus componentes
alcancen las células madre germinales, es posible que, debido a esto, se haya encontrado menor
genotoxicidad. Es muy importante mencionar que en todos los pacientes en los que se encontro
un alto nivel de dafio cromatinico, también tuvieron tratamiento con RT, por lo que aun cuando
se protegieron las zonas genitales, es probable que a RT pudiera tener un efecto genotoxico
generalizado y no localizado, aunque se requiere de otro tipo de disefio de estudio para resolver

este punto.

Llama la atencion que en el grupo pretratamiento, dos de los cuatro pacientes tuvieron también
alteracion de la estructura de la cromatina, por lo que es necesario incrementar el tamafio de
muestra, para determinar si es una caracteristica propia de la enfermedad y no efecto del
tratamiento anticancer y corroborar si al partir de una basal alta en los pacientes, el tratamiento
pudiera especificamente en ellos, incrementar también la afectacion resultante de la QT/RT,

aumentando el nimero de pacientes afectados.

No se encontrd correlacion entre el dafio detectado por DFI y el encontrado por el ensayo de
FISH AMB8. Es necesario aumentar el estudio de los individuos con este tipo metodologias, ya
que proporcionan informacion de gran relevancia para entender el comportamiento del dafio
generado por la enfermedad y el ocasionado por el tratamiento administrado, asi como la
prediccién del posible dafio postratamiento con probables consecuencias a nivel de fertilidad o

bien, después de la concepcion, en la descendencia.
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ANEXO 1. Carta de Consentimiento Informado

L) |
'dh' Instituto Nacional de Pediatria
INP

“Busqueda de dafio en la estructura de la cromatina en espermatozoides de
sobrevivientes a linfoma de Hodgkin que fueron tratados con ABVD”

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se le invita a Ud. a participar en este estudio. Por favor lea cuidadosamente esta carta y
pregunte al médico del estudio cualquier duda al respecto.

¢Para qué es este estudio?

En este estudio buscaremos dafio en la estructura del material hereditario que contienen los
espermatozoides de pacientes con linfoma de Hodgkin que fueron tratados con quimioterapia
MOPP (mostaza nitrogenada, vincristina, procarbazina y prednisona) y/o ABVD
(Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina, Dacarbazina). Esto permitira conocer sobre los
efectos que tiene la exposicion a medicamentos para tratar el cancer en sus espermatozoides.
Su aceptacién se considera voluntaria y no modificara el tratamiento que Ud. recibe.

La decision de participar implica que usted tenga un conocimiento completo de los riesgos y
beneficios, los cuales se detallan en esta carta.

¢Puedo negarme a participar en este estudio o abandonarlo?

Ud. Es libre de participar o no en este estudio; asi como de continuar o retirarse del mismo
en el momento que asi lo desee y esto no afectard de ninguna manera su relacion con el
hospital o el grupo médico que lo atiende.

Procedimientos a realizarse

Se le solicitara muestra de esperma, la cual obtendra el propio paciente por medio de
masturbacion. Se le proporcionara un envase de boca ancha nuevo y esterilizado para la
coleccidn de la muestra y se le indicaréa el lugar en donde se realizara la obtencion.

A las muestras se les revisara la cantidad de espermatozoides, cuantos hay vivos, su formay
movimiento. Posteriormente la muestra se procesara con las metodologias llamadas: SCSA
(del inglés Sperm Chromatin Structure Assay) que tiene como objetivo evaluar la
susceptibilidad de la cromatina espermatica a la desnaturalizacion in situ y la tecnica AM8
que muestra el dafio cromosomico estructural mediante FISH en interfase.
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Quienes pueden participar

Solo pueden participar aquellos varones mayores de 18 afios que hayan terminado con su
tratamiento de quimio/radioterapia por lo menos un afio atras y que dicho tratamiento haya
sido con esquemas ABVD y MOPP.

No podran participar
Pacientes con Linfoma de Hodgkin que hayan recibido un esquema anticancer diferente al
mencionado anteriormente o que aun estén bajo tratamiento.

¢ Quién pagaré por estos estudios?

Este estudio no representara ningln costo adicional para el paciente ni su familia. Los costos
para la realizacion de este estudio seran obtenidos por fondos del gobierno federal y de
organismos que apoyan la investigacién cientifica como el CONACYT. No se le pagara a
usted ninguna cantidad por su participacion.

Efectos indeseables y riesgos

Este estudio no generara ningun efecto no deseable para el participante. La muestra se
utilizaré exclusivamente para propo6sitos de investigacion; la muestra de esperma no se usara
para fecundar ningun 6vulo humano, ni para ningun otro propdsito.

Beneficios para las personas participantes en el estudio

El médico tratante dara a conocer a los pacientes los resultados de la evaluacion de cantidad,
viabilidad, forma y movimiento de sus espermatozoides, para saber su estatus en cuanto a
fertilidad, lo cual es un dato valioso, sobre todo para aquellos que ain no han tenido hijos.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Cualquier duda adicional puede ser aclarada por las M. en C. Bertha Molina y Silvia Sanchez
investigadoras responsables del proyecto en el Laboratorio de Citogenética del Instituto
Nacional de Pediatria, Tel. 10840900 ext. 1436.

En caso de dudas sobre los derechos del participante, puede comunicarse con la Dra. Matilde
Ruiz Garcia, Presidente del Comité de Etica del Instituto Nacional de Pediatria al teléfono
10840900 Ext. 1581.

¢ Qué se va a hacer con las muestras biologicas?

A todas las muestras se les dara un codigo, de tal forma que solamente su médico tratante y
el investigador responsable conoceran su identidad.

La muestra de esperma que no se utilice, se almacenara en un congelador con temperaturas
muy bajas sin conservar la vida de sus espermatozoides, para tenerla en caso de que se tuviera
que repetir el estudio.
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Informacion y datos personales
Los resultados y los datos obtenidos de los cuestionarios seran confidenciales y el
conocimiento que se genere, solo se podré reportar en publicaciones cientificas y
presentaciones en congresos. No se incluird ninguna informacién que permita la
identificacion de los participantes.

Al firmar a continuacion, acepto que:

[1 He leido este formato de consentimiento.

[1 He tenido la oportunidad de formular preguntas y éstas han sido contestadas a mi entera
satisfaccion.

[1 Acepto participar en el estudio

[1 Entiendo mi participacion es voluntaria.

[1 Doy permiso para que se use y comparta la informacion referente como se describe en
este formato

[1 Puedo elegir no participar en el estudio

Nombre del participante Fecha
Nombre y firma de la persona que conduce la revision del consentimiento

Fecha
Nombre y firma de Testigo Fecha
Relacion que tiene con el voluntario
De ser posible anote su direccion
Nombre y firma de Testigo Fecha

De ser posible anote su direccion

Relacion que tiene con el voluntario

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma
Fecha
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ANEXO 2. Cuestionario de Tamizaje

Nombre del Paciente Fecha
1. Fecha de Nacimiento Edad
dia/mes/afio

2. ¢Hatenido Fiebre de mas de 38°C en los ultimos 6 meses?

Si No

3. Que enfermedades ha tenido en los ultimos 3 meses

4. ;Tiene vasectomia? Si No

5. Ha padecido:

a) ¢ Testiculos no descendidos? Si No
b) ¢Varicocele (venas varicosas en escroto)? Si No
c) ¢Otra enfermedad urinaria o genital? Si No
Especifique
d) ¢Alguna enfermedad enddcrina u hormonal? ~ Si No
Especifique
e) Cancer Si No
Especifique:
Tipo

Quimioterapia
Radioterapia

6. ¢Se ha tomado radiografias, o practicado algin examen que involucre radiacion en los 3
ultimos meses? Si No

7. ¢ Se ha practicado un examen de semen antes? Si No
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Especifique la razén

8. ¢ Tiene algun problema de fertilidad? Si No
Si es afirmativo, especifique

DE ACUERDO AL CUESTIONARIO DE TAMIZAJE:
Pregunta

1. Menor de 18 afios, no se incluye

Si es positiva, esperar tres meses para tomar muestras

3. Si ha tenido enfermedades virales y/o de transmision sexual en los Gltimos tres meses, se
excluye

4. Afirmativo, se excluye

5. Afirmativo, se excluye. (excepcion de los pacientes con LH, pero un LH con céncer
secundario se excluye también)

6. Afirmativo, esperar para tomar muestras

y 8. Si se sospecha alguna enfermedad de origen cromosomico, se excluye

no

~
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ANEXO 3. Cuestionario Principal
Por favor contesta las siguientes preguntas.

1. Fecha

2. Fecha de nacimiento

3. Peso del paciente : kgs.
4. Talla del paciente : mts.

5. Estado Civil
o Soltero

a Divorciado
o Viudo

o Separado
o Casado

o unién libre

6. Has estado en contacto con algin agente quimico o radioactivo en los Gltimos 3 meses.

o No Con cuéles agentes has tenido contacto
a Si
7. ¢Fumas regularmente?
no
a si

Anota el nimero promedio de cigarros por dia, fumados durante los ultimos 5 afios

8. ¢ Tomas bebidas alcohdlicas regularmente?
o no
a si

Qué cantidad promedio por semana en los ultimos 5 afios

1 vaso de vino =110 ml.
1 vaso de cerveza =330 ml.
1 vaso de licor = 35ml.

9. ¢ Tomas Drogas regularmente?
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o no
a Si

Qué tipo de drogas y con qué frecuencia

10. ¢Tomas bebidas que contienen cafeina (cafe, refresco de cola, té negro)?
o no

a si
Anota la cantidad promedio de bebidas con cafeina que has consumido por semana en los
ultimos 5 afios 1 taza de café = 6 oz.

11. Aparte de enfermedad de Hodgkin ¢qué enfermedades has padecido?

No Si
Diabetes o o
Trastornos de la tiroides o o
Hepatitis 0 o
Convulsiones/epilepsia 0 o

12. ;Has tomado algin medicamento en los Gltimos tres meses?

Menciona qué medicamentos Porqué razén Cuantos dias

13. ¢En los Gltimos tres meses se te ha practicado algin examen radiologico?

a no
a si

64



¢ Qué tipo de examen?

14. ; Algan familiar tuyo (o de tus padres) nacid con algun defecto, o enfermedad hereditaria?

a no
a si

¢Cudl (anotalo)?

15. ¢ Has presentado alguna (s) de las siguientes enfermedades?

Testiculos sin descender al nacimiento.

Varicocele.

Fimosis.

Infeccidn de vias urinarias.

Enfermedades de transmisién sexual.

Paperas.

Cuando presentaste paperas ¢tuviste inflamacion dolorosa de los testiculos?
¢Secrecion anormal por el pene?

;Sensacion de ardor al orinar?

¢Dolor o hinchazon de los testiculos que requirié tratamiento médico?
16. Has tratado por mas de 12 meses de concebir un hijo.

no
si, en los ultimos 12 meses.

65

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

>
o

HpERERE

o

HRERERERERERERERERE



D si, antes de los ultimos 12 meses.
¢Cuando? 20 .

17. ¢ Durante los ultimos tres meses, cuantas veces en promedio has eyaculado?
Veces por mes.

18. ¢Has presentado fiebre de 38°C o0 mayor durante los ultimos 3 meses?
o no
a si

¢Hace cuénto tiempo presentaste fiebre? dias

19. Durante los ultimos tres meses cuantas horas a la semana en promedio utilizaste moto o
bicicleta horas/semana.

20. Durante los ultimos tres meses cuantas horas al dia en promedio manejaste un vehiculo
de motor horas/dia.

21. Qué tipo de ropa interior utilizaste en los Gltimos 3 meses:

o boxer.

a Pants

o Ninguna

o Otra especificar).

22. Durante los ultimos 3 meses has usado sauna o bafios de tina

o no

a Si

¢ Cuantas veces al mes? Veces al mes.
¢ Cuanto has durado en promedio? Minutos.
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ANEXO 4. Para ser llenado por el médico

Favor de llenar los siguientes datos de acuerdo al expediente del paciente.
Institucion:

Expediente #:

Fecha de Nacimiento:

Edad al Diagnostico: Limfoma de Hodgkin estadio:
Tipo Celular:

Fecha de Inicio de Quimioterapia:

Tipo de Quimioterapia (incluir los ciclos y las dosis aplicadas de cada mezcla):
(De ser necesario incluir hojas extra)

Fecha de Inicio de Radioterapia:
Dosis Aplicada y Zona de Aplicacion:

Fecha de término de quimioterapia:

Observaciones:

Medico Tratante (Nombre y Firma):

67



ANEXO 5. Analisis por individuo del estudio de integridad de la cromatina (Gréficas
de puntos e Histogramas del ensayo SCSA)

INDIVIDUOS SANOS
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File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26134 11.94 859 3.34 12.49 239.21 98.93
26135 13.52 9.93 3.59 12.07 241.49 103.8
mean 12.7 9.3 3.5 12.3 240.4 101.4
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PACIENTES ANTES DEL TRATAMIENTO (GRUPO I1).
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File % Total %5 Moderata % High % HDS Mean DFI SD DFI
R £2 98 3029 1268 4.00 355,12 14139
AT 2R R 217 718 A1 R0 T4 124 A8
msan 35.9 26.0 9.9 6.1 322.0 136.1
sid dev 10.0 6.1 39 2.9 46.6 4.5
SCSA® Results
% DFI = 36% % HDS = 6%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentatien Index DFI (Red ! Red + Green Fluoresoenoe)
File % Tolal % Moderale % High %% HD3 Mean DFI 3D DFI1
37407 a.13 .29 0.96 12.14 £13.33 66,49
2740E 415 341 n7s 1054 203 52 AR AL
mean 3.7 25 0.9 11.2 B4 66.7
atd dev 0.7 0.8 0.1 1.3 7.2 0.2
SCSA® Results
% DFl = 4% % HDS = 115

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent 1o Good Sparm DNA Integrity
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PACIENTES POSTRATAMIENTO QUIMIOTERAPIA ABVD (GRUPO I11).
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26783 22.46 2227 0.19 6.85 239.66 56.07
26784 22.11 21.77 0.34 6.22 241.26 59.59
mean 23 22.0 0.3 6.5 240.5 57.8
std dev 0.2 0.4 0.1 0.4 1.1 2.5
SCSA® Results
% DFl=22% % HDS = 7%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26448 6.56 4.65 1.91 12.81 224.94 83.05
26449 4.47 3.83 0.64 12.62 219.36 55.94
mean 5.5 4.2 1.3 127 222.2 69.5
std dev 1.5 0.6 0.9 0.1 3.9 19.2
SCSA® Results
% DFl = 6% % HDS =13%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26289 20.26 20.23 0.03 7.14 2291 50.2
26290 18.52 18.49 0.03 8.75 221.29 47.47
mean 19.4 19.4 0.0 7.9 225.2 48.8
std dev 1.2 1.2 0.0 1.1 5.5 1.9
SCSA® Results
% DFl=19% % HDS = 8%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26240 42.77 4217 0.60 6.71 270.27 65.84
26241 40.60 40.35 0.25 17.79 262.83 62.58
mean 41.7 41.3 0.4 12.3 266.6 64.2
std dev 1.5 1.3 0.2 7.8 5.3 23
SCSA® Results
% DFl = 42% % HDS =12%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26785 18.84 17.52 1.32 4.97 238.67 82.21
26786 18.00 17.08 0.92 8.10 231.45 72.89
mean 18.4 17.3 1.1 6.5 235.1 77.6
std dev 0.6 0.3 0.3 2.2 5.1 6.6
SCSA® Results
% DFl=18% % HDS = 7%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red/ Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26442 4.67 3.26 1.41 14.50 220.37 72.8
26443 3.99 2.88 1.11 16.40 219.55 63.55
mean 43 3.1 1.3 15.5 220.0 68.2
std dev 0.5 0.3 0.2 1.3 0.6 6.5
SCSA® Results
% DFl = 4% % HDS = 16%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26446 7.95 6.83 1.12 12.90 22563 67.36
26447 13.27 11.70 1.57 11.80 240.82 77.8
mean 10.6 9.3 1.3 12.4 233.2 72.6
std dev 38 3.4 0.3 0.7 10.7 7.4
SCSA® Results
% DFl=11% % HDS =12%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26436 14.31 11.81 2.50 10.70 239.37 92.32
26437 9.64 8.59 1.05 11.36 231.31 67.79
mean 12.0 10.2 1.8 11.0 235.3 80.1
std dev 33 2.3 1.0 0.5 5.7 17.3
SCSA® Results
% DFl=12% % HDS = 11%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity

80




ABVD 88

0z

2 -
3
o
= feait]
8
w
<
5 - |
3
[
I w P w0 m wn
DNA Fragmentation Index
File % Total % Moderate
26246 14.00 13.81
26247 13.63 13.10
mean 13.8 13.5
std dev 0.3 0.5
SCSA® Results
% DFl=14%

Events
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DFI (Red / Red + Green Fluorescence)

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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Total DNA Stainability

DNA Fragmentation Index

File % Total % Moderate
37405 29.51 2377
37406 28.39 23.43
mean 29.0 23.6

std dev 0.8 0.2
SCSA® Results
% DFl=29%

Events

% High % HDS Mean DFI SD DFI
0.20 7.90 231.52 56.81
0.53 B.93 2281 62.98
0.4 8.4 229.8 59.9
0.2 0.7 2.4 4.4

% HDS = 8%
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DFI {Red ! Red + Green Fluorescence)

% High % HDS Mean DFI SD DFI
575 2.97 303.67 115.98
4.96 3.60 291.99 114.64
5.4 3.3 297.8 115.3
0.6 0.4 8.3 0.9

% HDS = 3%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI {Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
37393 26.65 19.94 6.70 7.51 291.82 130.21
37304 25.19 18.72 B.47 8.83 288.56 129.89
mean 259 19.3 6.6 8.2 290.2 130.1
std dev 1.0 0.9 0.2 0.9 2.3 0.2
sCSA? Results
% DFIl = 26% % HDS = 8%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red/ Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26238 34.32 33.50 0.82 6.60 266.46 75.8
26239 32.03 31.57 0.46 7.95 259.85 70.97
mean 33.2 325 0.6 7.3 263.2 73.4
std dev 1.6 1.4 0.3 1.0 a7 3.4
SCSA® Results
% DFIl =33% % HDS =7%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index
File % Total % Moderate
26248 21.18 20.96
26249 22.90 22.76
mean 2.0 21.9
std dev 1.2 1.3
SCSA® Results
% DFl=22%

Events

Normal = 78% Moderate = 22% High = 0%
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DFI (Red / Red + Green Fluorescence)

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity

ABVD 112

03—

Total DNA Stainability

DNA Fragmentation Index
File % Total % Moderate
26236 12.79 12.62
26237 14.42 14.23
mean 13.6 13.4
std dev 1.2 1.1
SCSA® Results
% DFl =14%

Events

% High % HDS Mean DFI SD DFI
0.22 9.81 234.93 49.01
015 10.83 237.76 48.09
0.2 10.3 236.3 48.6
0.0 0.7 2.0 0.7

% HDS =10%
-
FO
o
Normal = 86% Moderate = 13% High = 0%
150 =
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DFI (Red / Red + Green Fluorescence)

% High % HDS Mean DFI SD DFI
0.17 4.20 221.25 46.92
0.19 4.77 22368 46.96

0.2 4.5 2225 46.9
0.0 0.4 1.7 0.0

% HDS =5%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26434 19.64 14.11 5.53 11.11 259.62 117.56
26435 24.30 18.03 6.26 11.86 273.81 118.61
mean 22.0 16.1 5.9 11.5 266.7 118.1
std dev 3.3 2.8 0.5 0.5 10.0 0.7
SCSA® Results
% DFl =22% % HDS = 12%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity

ABVD 128
1081
'2-.\ B0 =
— 50 -
-}
[
= o) 0]
‘,3.; é Normal = 86% Moderate = 10% High = 4%
§ ol |||>|| 150 —
o
100 —
2
= 3
=4 2
b ey
' e o oo i Y . " 0 n am s o s w50 W e
DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI

26432 12.84 8.59 4.25 10.87 246.95 104.28

26433 15.04 11.00 4.03 10.75 254.72 106.15

mean 13.9 9.8 4.1 10.8 250.8 105.2

std dev 1.6 1.7 0.2 0.1 5.5 1.3

SCSA® Results
% DFl=14% %HDS =11%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26781 20.77 19.96 0.81 4.67 240.06 70.19
26782 17.29 16.59 0.70 4.57 233.58 68.7
mean 19.0 18.3 0.8 4.6 236.8 69.4
std dev 25 2.4 0.1 0.1 4.6 1.1
SCSA® Results
% DFl=19% % HDS =5%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI {Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI

33838 5.94 3.94 2.00 23.30 220.52 87.27

33839 2.93 2.16 0.77 23.41 214.81 55.94

mean 4.4 341 1.4 234 217.7 T1.6

std dev 21 1.3 0.9 0.1 4.0 2.2

SCSAP Results
% DFl = 4% % HDS = 23%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26430 5.39 4.31 1.08 16.62 219.38 63.42
26431 6.22 4.81 1.42 16.14 224.94 68.97
mean 5.8 4.6 1.3 16.4 2222 66.2
std dev 0.6 0.4 0.2 0.3 3.9 3.9
SCSA® Results
% DFl = 6% % HDS =16%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26440 9.74 6.96 278 16.65 232.94 94.21
26441 8.97 6.30 2,67 16.00 231.26 93.43
mean 9.4 6.6 2.7 16.3 232.1 93.8
std dev 0.5 0.5 0.1 0.5 1.2 0.6
SCSA® Results
% DFl = 9% % HDS = 16%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red ! Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
37401 32.3 14.62 17.69 16.50 353.23 131.39
37402 34.39 16.01 18.38 15.23 364.74 131.1
mean 33.4 15.3 18.0 15.9 359.0 131.2
std dev 1.5 1.0 0.5 0.9 8.1 0.2
SCSA® Results
% DFIl = 33% % HDS = 16%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity

PACIENTES POSTRATAMIENTO QUE INCLUYO MOPP
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26142 32.02 28.20 3.81 7.27 267.89 98.8
26143 34.28 30.05 4.22 7.41 276.75 105.31
mean 33.2 291 4.0 7.3 2723 102.1
std dev 1.6 1.3 0.3 0.1 6.3 4.6
SCSA® Results
% DFl =33% % HDS = 7%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26146 7.46 5.38 2.08 26.42 226.21 87.84
26147 8.33 5.49 2.84 26.46 235.09 93.69
mean 7.9 5.4 2.5 26.4 230.7 90.8
std dev 0.6 0.1 0.5 0.0 6.3 4.1
SCSA® Results
% DFl = 8% % HDS = 26%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26144 51.33 39.19 12.14 9.59 342.43 120.23
26145 54.68 41.85 12.84 9.89 358.61 119.72
mean 53.0 40.5 12,5 9.7 350.5 120.0
std dev 2.4 1.9 0.5 0.2 11.4 0.4
SCSA® Results

% DF1 =53%

% HDS =10%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Very Poor Sperm DNA integrity
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DNA Fragmentation Index
File % Total % Moderate
26136 18.99 10.18
26137 20.54 11.48
mean 19.8 10.8
std dev 1.1 0.9
SCSA® Results
% DFl =20%

Events
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DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
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Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index
File % Total % Moderate
33828 6.46 4.56
33829 6634 61.83
mean 36.4 33.2
std dev 42.3 40.5
SCSA® Results
% DFI = 36%

Events

% High % HDS Mean DFI SD DFI
8.81 27.01 265.07 126.08
9.06 25.97 274.51 129.42
8.9 26.5 269.8 127.8
0.2 0.7 6.7 2.4
% HDS = 27%
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DFI (Red / Red + Green Fluorescence)

% High % HDS Mean DFI SD DFI
1.80 28.77 210.83 88.15
4.51 15.97 339.67 107.44
3.2 22.4 275.3 97.8
1.8 9.1 91.1 13.6

% HDS =22%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity

89



MOPP 19
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
33826 7.22 4.05 3.17 34.43 22328 104.43
33827 B.74 4.09 465 38.58 23227 118.12
mean 8.0 4.1 39 36.5 227.8 110.3
std dev 1.1 0.0 1.0 29 6.4 8.3
SCSA® Results
% DFIl = 8% % HDS = 37%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
MOPP 29
"=
E 00 -
= -
3
©
- -
g ‘2 Normal = 78% Moderate = 12% High= 1%
o
§ - & =
g «-
8
(<}
= e 3
-
ARt L] Al b iy il |
o 20 PY - iy A ue @ an ™ o BA w
DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
33834 19.13 9.26 9.86 14.89 289.19 134.24
33835 25.34 13.94 11.41 12.57 311.01 132.82
mean 22.2 11.6 10.6 13.7 300.1 133.5
std dev 4.4 3.3 1.1 1.6 154 1.0
SCSA® Results
% DFIl = 22% % HDS = 14%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity

90



MOPP 59
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26148 13.98 8.21 5.77 21.23 249.36 124.43
26149 12.33 7.51 4.82 2274 240.52 124.2
mean 13.2 7.9 5.3 22.0 244.9 124.3
std dev 1.2 0.5 0.7 1.1 6.3 0.2
SCSA® Results
% DFl=13% % HDS =22%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
MOPP 81
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DNA Fragmentation Index

File % Total % Moderate
33814 6.03 3.29
33815 29.73 24.70
mean 17.9 14.0
std dev 16.8 15.1
SCSA® Results
% DFl =18%

DFI (Red ! Red + Green Fluorescence)

% High % HDS Mean DFI SD DFI
273 20.34 221.2 101.65
5.03 10.07 286.96 112,69
3.9 15.2 254.1 107.2
1.6 7.3 46.5 7.8

% HDS = 15%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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MOPP 105
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DNA Fragmentation Index DFI [Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
33830 23.59 21.93 1.66 10.52 251.39 T7.24
33831 32.72 29.65 3.07 6.43 277.27 97.06
mean 28.2 25.8 2.4 8.5 264.3 87.2
std dev 6.5 55 1.0 29 18.3 14.0
SCSA® Results
% DFIl = 28% % HDS =9%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red ! Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
33822 16.38 9.B8 6.50 10.55 273.51 125.58
33823 15.16 8.88 6.28 11.99 268.12 124.86
mean 15.8 9.4 6.4 11.3 270.8 125.2
std dev 0.9 0.7 0.2 1.0 3.8 0.5
SCSAP Results
% DFl = 16% % HDS = 11%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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MOPP 158
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% DFl=13%

% HDS = 8%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26140 12.55 8.09 4.46 32.08 236.26 119.6
26141 13.36 8.26 5.10 28.10 235.78 137.83
mean 13.0 8.2 4.8 30.1 236.0 128.7
std dev 0.6 0.1 0.5 2.8 0.3 12.9
SCSA® Results
% DFl=13% % HDS = 30%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
MOPP 169
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26150 13.15 10.68 2.46 7.74 236.73 94.07
26151 13.21 10.99 222 7.82 235.32 86.14
mean 13.2 10.8 2.3 7.8 236.0 90.1
std dev 0.0 0.2 0.2 0.1 1.0 5.6
SCSA® Results




MOPP 170
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
33824 14.21 11.16 3.04 2270 254,33 94.01
33825 11.89 9.35 2.55 2279 241,45 92.08
maan 13.1 10.3 28 22.7 247.9 93.0
sid dev 1.6 1.3 0.3 0.1 a1 1.4
SCSA® Results
% DFIl=13% % HDS = 23%
Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
MOPP 171
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26138 9.47 5.50 3.97 20.32 240.31 105.73
26139 11.52 6.44 5.08 19.52 254 57 114.14
mean 10.5 6.0 4.5 19.9 247.4 109.9
std dev 1.4 0.7 0.8 0.6 10.1 5.9
SCSA® Results
% DFl=11% % HDS = 20%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Excellent to Good Sperm DNA Integrity
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MOPP 172
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
33844 31.04 25.98 5.06 15.59 297.98 130.74
33845 31.04 25.98 5.06 15.59 297.98 130.74
mean 31.0 26.0 51 15.6 298.0 130.7
std dev 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
SCSA® Results
% DFIl = 31%: % HDS = 16%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Fair to Poor Sperm DNA Integrity
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DNA Fragmentation Index DFI (Red / Red + Green Fluorescence)
File % Total % Moderate % High % HDS Mean DFI SD DFI
26244 21.64 20.64 1.00 10.63 247.84 75.34
26245 19.73 19.12 0.61 14.02 241.05 71
mean 20.7 19.9 0.8 12.3 244.4 73.2
std dev 1.4 1.1 0.3 24 4.8 3
SCSA® Results
% DFl =21% % HDS =12%

Estimate of Overall Sperm DNA Integrity = Good to Fair Sperm DNA Integrity
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