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RESUMEN

El linfoma de Hodgkin (LH) es un cancer caracterizado por la alteracién de los
linfocitos B. En México es la segunda causa de cancer pediatrico y su
tratamiento actual involucra los quimioterapéuticos: adriamicina, bleomicina,
vinblastina y dacarbazina (ABVD), cuya actividad puede alterar la sintesis de
testosterona, la concentracion de estrogenos y la espermatogénesis,
aumentando el riesgo de resultados reproductivos anormales. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la calidad seminal y la frecuencia de aberraciones
cromosomicas en pacientes con LH tratados con ABVD. Se estudid un total de
7 muestras seminales: 4 individuos sanos, sin antecedentes clinicos, y 3 de
pacientes jovenes clinicamente diagnosticados con LH y tratados con ABVD.
Tras la evaluacién de mas de 35 000 células espermadticas con el ensayo FISH-
AMS8 se encontré dano genotodxico representado por el aumento en la
frecuencia de aberraciones cromosémicas numéricas (ACN) y estructurales
(ACE); donde las ACN fueron mas frecuentes que las ACE, aunque ambas
fueron significativamente mayores que en el grupo control. No se observd
efecto citotdxico entre los pacientes expuestos a ABVD; los pacientes
mostraron adecuada densidad espermatica. Estos resultados estarian
relacionados con un restablecimiento de la linea germinal y una conservacién

de la capacidad de diferenciacidn tras la exposicion a quimioterapéuticos.

Palabras clave: Aberraciones cromosdmicas, citotoxicidad, espermatobioscopia,

FISH multicolor, genotoxicidad.



ABSTRACT

Hodgkin's lymphoma (LH) is characterized by B lymphocytes alteration. In
Mexico, LH is the second cause of pediatric cancer, and current treatment
involves chemotherapeutic agents: adriamycin, bleomycin, vinblastine and
dacarbazine (ABVD), whose activity alters testosterone synthesis, estrogen
concentration and spermatogenesis, increasing abnormal reproductive
outcomes risk. The objective was to assess seminal quality and chromosomal
aberrations frequency in LH patients treated with ABVD. Seven semen samples
were studied: 4 healthy individuals with no medical history, and 3 from young
patients clinically diagnosed with LH and treated with ABVD chemotherapy.
More than 35,000 sperm cells were evaluated with the FISH-AMS8 assay.
Genotoxic damage was found, represented by increase in the frequency of
numerical and structural chromosomal aberrations, ACN and ACE,
respectively; ACN were more frequent than ACE, although both were
significantly higher than control group. No cytotoxic effect was observed
among patients exposed to ABVD, the patients showed adequate sperm
density. These results would be related to germline reestablishment and
maintenance of differentiation capacity after chemotherapeutic agents

exposure.

Keywords: Chromosomal aberrations, cytotoxicity, multicolor FISH,

genotoxicity, spermatobioscopy.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Cancer

En el afio 2018, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que
a causa del cancer murieron 9.6 millones de personas en el mundo, asi
mismo, la organizacién registré un aumento de 18.1 millones de nuevos
casos, posicionando este padecimiento como la segunda causa de
decesos a nivel mundial y convirtiendo al cancer en un tema de
discusion central en la salud publica (WHO, 2018). Alarmantemente, la
prevalencia del cancer continla aumentando anualmente sin limites de
afectacion, pues estd presente en la totalidad de las sociedades
humanas, tan solo en nifios, los tipos porcentualmente mas altos de esta
enfermedad son el cancer vinculado a la sangre, al cerebro y a los

ganglios linfaticos (Hassanpour y Dehghani, 2017).

En México la inexistencia de un registro nacional del cancer limita la
capacidad de conocer los datos actuales de las neoplasias malignas,
hasta 2013 la mortalidad por cancer era de 70 personas por cada 100
mil habitantes y fue marcadamente mayor en los estados al norte del

pais (como Chihuahua, Sonora y Nuevo Ledn) y la ciudad de México,



las proyecciones a 2020 muestran aumento en la mortalidad llegando
incluso a tasas superiores a las observadas en Europa (Reynoso-

Noveron y Torres-Dominguez, 2017).

El cancer es un crecimiento tisular producido por la proliferacion
continua de células anormales con capacidad de invasion y destruccion
de otros tejidos, esta enfermedad se puede entender como una
transformacion de las funciones celulares normales, es decir, la
alteracion de genes codificantes a proteinas involucradas en el ciclo de
proliferacion celular, o bien, en el mantenimiento de la integridad del
DNA (Imran, 2017; Monzo6n et al., 2011).

Los genes supresores de tumores y los oncogenes son dos grandes
grupos que intervienen en el proceso de transformacion celular, al
regular la proliferaciéon. En el cancer, su alteracion causa la division
celular descontrolada, el aumento de la supervivencia y eventual

diseminacion (Nenclares y Harrington, 2019).

Es evidente el caracter genético de esta enfermedad, pero en la mayoria
de los casos no es hereditaria. En la enfermedad hereditaria el defecto
genético se halla en los cromosomas de uno de los padres
transmitiéndose al cigoto, sin embargo, cuando no ocurre de esta

manera, las alteraciones en estos genes aparecen en la célula en forma




esporadica y puntual (Biéche, 2004), ello debido a la naturaleza

intrinsecamente falible de los procesos de division celular.

Aunque la acumulacién de dichas mutaciones constituye el principal
mecanismo de transformacion celular maligna, existen igualmente otros
elementos que logran incidir sobre el DNA, como son ciertas
substancias que propician eventos mutagénicos o carcinogénicos en las
células, debido al efecto genotdxico que ejercen sobre el DNA (Roldan,
2016; Nenclares y Harrington, 2019). Otro ejemplo, es el cancer
asociado a diversas infecciones, principalmente virales, las cuales
pueden generar las alteraciones necesarias en el material genético y asi
modificar también la funcion celular normal, mostrando que esta es una

enfermedad multifactorial (Bard et al., 2005; Plummer et al., 2016).




1.2 Aberraciones cromosémicas

Las aberraciones cromosdmicas (AC) pueden entenderse como una
modificacion andémala del material genético; ya sea en numero o
estructura, Figura 1. Una aberracion del tipo numérico es el resultado
de errores en la segregacion cromosOmica, mientras que las
aberraciones del tipo estructural refieren un dafio en el DNA que puede
consistir en el exceso de la informacidén genética, su reordenamiento o
deficiencia (Curtis et al., 2008; Kou et al., 2020). En general, las AC
encuentran su origen en la susceptibilidad que tienen los procesos
celulares para producir errores, dichos procesos incluyen la replicacion,

transcripcion y la reparacion del DNA (Preston, 2014).

Las AC pueden afectar tanto autosomas como a cromosomas sexuales
o inclusive ambos simultdneamente. Las aberraciones numeéricas son
mas frecuentes que las estructurales, y sus consecuencias clinicas
dependen de diversos parametros como su localizacion, cromosomas
involucrados y genes o regiones cromosémicas afectadas (Rosenberg
y Drobnis, 2012). Las AC en la salud humana provocan una amplia

variedad de sindromes y otras enfermedades congénitas, incluyendo




diversos problemas de fertilidad y pérdida del embarazo (Rosenberg y

Drobnis, 2012; Blue, Page y Silver, 2019).

Euploidias

Errores de Alteraciones
segregacion cromosomicas

Ami numericas . .-
cromosomica Aneuploidias

Deleciones

Alteraciones
Dario al DNA Cromosomicas |gm
estructurales

| Amplificaciones

. Reordenamientos

Figura 1. Clasificacién de las anormalidades cromosomicas (modificado
de Kou et al., 2020).

Las AC juegan un papel clave en el cancer al facilitar la tumorgénesis y
propiciar la expresién, funcion o disfuncion de RNA’s y proteinas. Se
pueden identificar AC propias de los diferentes tumores que existen.
Esta caracterizacion permite el diagnostico y prondstico clinico del
cancer, y ayuda a establecer tratamientos o bien promover terapias mas
eficientes contra esta enfermedad (Salamanca-Gomez, 1995; Mitelman,

2000; Kou et al., 2020).




En el &mbito de la fertilidad, la especie humana se caracteriza por una
importante  mortalidad prenatal debida principalmente a las
aberraciones cromosdmicas en gametos humanos. En abortos
espontaneos la frecuencia de aberraciones cromosémicas se encuentra
al rededor del 50% y de manera similar, en los nacidos muertos estan
presentes hasta en el 5% de los casos, Tabla 1 (Alonso, 2007; Vialard
y Pellestor, 2008; Rosenberg y Drobnis, 2012). Es asi como el estudio
citogenético de las células germinales se muestra fundamental para una
mejor comprension de los mecanismos de formacién y transmision de

estas anomalias genéticas

Tabla 1. Aberraciones cromosdmicas en una muestra de 100 000
embarazos.

Embarazos Abortos Nacidos
espontaneos Vivos
Total 100 000 15 000 85 000
Cromosomas 92 000 7 500 84 400
normales
Cromosomas 8 000 7 500 500
anormales

Rosenberg y Drobnis, 2012

——
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1.2.1 Aberraciones cromosémicas numéricas

En seres humanos, se habla de aberraciones cromosomicas del tipo
numeérico (ACN) cuando la cantidad de cromosomas complementarios
es distinta a la diploide (2n) o haploide (n), segun se estudien células
somaticas o gaméticas (Skinner, 2018). En espermatozoides, las ACN

incluyen dos grandes categorias:

a) Las euploidias, que se definen como cualquier mdiltiplo del
namero haploide de cromosomas (2n, 3ny 4n).

b) Las aneuploidias, una condicion en la que la célula no posee un
multiplo exacto del nimero haploide, como en la disomia (n+1),
gue indica un cromosoma extra en el espermatozoide, mientras
gue, una nulisomia (n-1) sefiala que lo ha perdido (Downie et al.,

1997: Nussbaum et al., 2008).

Las euploidias, tanto triploidias (3n) como tetraploidias (4n), se han
observado en fetos humanos con rara frecuencia, y aunque los nifios
triploides pueden nacer vivos (del 1 al 3 % de las concepciones), no
llegan a sobrevivir mucho tiempo, cabe mencionar que la mayor parte

de estos casos son el resultado de una fecundacién dispérmica; sin

——
~
| —



embargo, cierta proporcion se debe también a fallos en la division

meidtica (Nussbaum et al., 2008; Rosenberg y Drobnis, 2012).

Las aneuploidias en la especie humana, son el trastorno cromosémico
mas comun y el de mayor importancia clinica, pues esta presente en al
menos el 5% de los embarazos, sin embargo, se ha llegado a estimar
gue hasta el 60% de las concepciones presentan aneuploidias, y que
antes de lograr ser embarazos clinicamente diagnosticados, estas se
convierten en abortos espontaneos (Rosenberg y Drobnis, 2012;

Skinner, 2018).

Las aneuploidias pueden ser trisomias (tres copias de un cromosoma)
o bien monosomias (una sola copia de un cromosoma). Las
monosomias son mucho menos frecuentes que las trisomias y mas
perjudiciales, aunque ambas ocasionan consecuencias fenotipicas

graves (Nussbaum et al., 2008).

Cualquier parte del genoma puede ser susceptible a formar una
trisomia, pero las Unicas compatibles con la vida involucran a los
cromosomas 13, 18, 21, X. La trisomia mas frecuente corresponde al
cromosoma 21, que esta presente en el 95 % de los casos del sindrome

de Down y muestra una mayor sobrevivencia a largo plazo cuando se




le compara con el resto de las trisomias (Miller y Therman, 2001,

Nussbaum et al., 2008).

Es importante notar que los cromosomas 13, 18, 21 y Y son los que
poseen el menor nimero de genes y que la trisomia de cualquier otro
autosoma con mayor cantidad de genes es letal (Rosenberg y Drobnis,

2012; Dimassi et al., 2017).

Por otra parte, la monosomia de cualquier cromosoma es siempre letal,
exceptuando al cromosoma X, donde causa el sindrome de Turner (45,

X) (Dimassi et al., 2017).

En principio, todas las aneuploidias son el resultado de una inadecuada
distribucion cromosomica durante la division celular, la cual puede
acontecer en tres escenarios posibles: en alguna division mitética previa
a la meiosis (en la linea germinal de cualquiera de los dos padres); en
alguna de las dos divisiones meidticas (primera o segunda); o en una
divisién mitotica embrionaria temprana (Miller y Therman, 2001; Vialard

y Pellestor, 2008).

Las anomalias que se restringen a la linea germinal se denominan como
meidticas, y son la causa de las aneuploidias en ella, esto sucede a

través de dos conocidos mecanismos: la no disyuncién meiética o la




separacion prematura de las cromatidas hermanas, se ilustran en la

Figura 2 (Egoszcue y Vidal, 2008; Martin, 2008).

Separaciéon prematura de
cromatidas hermanas.

N/ \\
//a

Figura 2. Comparacion de una mala segregacién meidtica en un par de
cromosomas (modificado de Vialard y Pellestor, 2008).

Normal No disyuncién

!

La no disyuncién involucra un fallo en la separacién de algun par
cromosomico durante cualquiera de las dos fases meidticas, se sabe
también que estos errores suceden con igual frecuencia en meiosis | y
Il, y que sus consecuencias son distintas segun la fase en la que tenga

lugar, Figura 3 (Nussbaum et al., 2008; De la Torre y Herrera, 2018).

10

——
| —



Figura 3. Representacion esquematica de los errores de segregacion
durante la meiosis: a) No disyuncion en meiosis I
b) Separacién prematura de cromatidas hermanas, c) No disyuncion en meiosis Il (De la
Torre y Herrera, 2018. Creado con BioRender.com).

Durante la meiosis |, el apareamiento de los cromosomas propicia la
formacion de las estructuras bivalentes, cuando no hay disyuncién estas
estructuras no se separan y los cromosomas homélogos migran al hacia
el mismo polo, resultando en la presencia de dos cromosomas
homologos en la metafase Il y generando dos gametos disomicos (n+1)
y dos nulisémicos (n-1) para dicho cromosoma, Figura 3a, del mismo
modo, cuando la no disyuncion tiene lugar en la meiosis Il, se pueden
generar tanto gametos normales (n) como nulisomicos y disémicos,

Figura 3c (Armas et al., 2016; De la Torre y Herrera, 2018).

11
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Por ultimo en la Figura 3b, se ejemplifican las consecuencias de la
separacion prematura de las cromatidas hermanas, la cual podria
ocurrir tanto en meiosis | como en meiosis Il, y crea una segregacion
aleatoria e inadecuada de cromatidas libres produciendo gametos con
ACN (Egoszcue y Vidal, 2008; Vialard y Pellestor, 2008; loannou y

Tempest, 2015).
1.2.2 Aberraciones cromosomicas estructurales

Por su parte, las aberraciones cromosomicas estructurales (ACE) se
definen como un cambio morfolégico del cromosoma y se originan ya
sea por errores en la replicaciéon genética, o bien, por una reparacion
equivocada de las roturas cromosomicas, comunmente producidas por
agentes clastdogenos, como la radiacion ionizante, radiomiméticos o
procesos oxidativos inducidos por quimicos reactivos (Nussbaum, et al.,
2008; Preston, 2014; Roldan, 2016). Al encontrar comprometida la
arquitectura del cromosoma, estos reordenamientos estructurales
pueden clasificarse como equilibrados, si mantiene el complemento
cromosomico original, o desequilibrados, si existe pérdida o ganancia

de material genético (Nussbaum et al., 2008).

12
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Tras generarse dafio al DNA, el fallo en los mecanismos de reparacion
propicia la aparicion de ACE (Tafurt y Marin, 2014), dichas
modificaciones pueden involucrar aumento, pérdida o reordenamiento
de los genes a lo largo de todo el cromosoma (Granillo, Valdivia y
Villarreal, 2014), siendo algunas de ellas estables e incluso capaces de
transmitirse por cualquier division celular sin sufrir alteracion, siempre
gue conserven los elementos cromosomicos esenciales, es decir,

centromero y teldmeros funcionales (Nussbaum et al., 2008).

De acuerdo al tipo de dafio que acontezca en el DNA, podremos
encontrar diversas ACE, por ejemplo: las deleciones son causadas por
la ruptura simple de algin cromosoma, las duplicaciones requieren dos
rupturas en un mismo cromosoma, por otro lado, las inserciones son el
resultado de al menos tres roturas en dos cromosomas y en el caso de
los isocromosomas, son efecto de una divisidbn centromérica anormal
(Rosenberg y Drobnis, 2012). Cada uno de ellos se incluye en la Figura
4. Las ACE afectan a 1 de cada 400 nacidos vivos y pueden involucrar
un cromosoma, dos cromosomas y pocas veces mas de dos, situacion
en la cual son llamadas anomalias cromosomicas complejas

(Rosenberg y Drobnis, 2012; Dimassi et al., 2017).
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Figura 4. Diferentes aberraciones cromosomicas estructurales (ACE):
deleciones, insercion, duplicacion, inversion e isocromosomas (modificado de
Rosenberg y Drobnis, 2012).
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Region 1p36

El cromosoma 1 guarda un lugar sumamente importante en la especie
humana, pues dada su compleja historia evolutiva, se compone por
aproximadamente 200 millones de pares de bases, lo que representa el
9% del genoma total (Murphy et al., 2003). Morfolégicamente es el mas
grande de los cromosomas humanos y es de una importancia médica
significativa ya que las disrupciones en este cromosoma estan

relacionadas con mas de 350 enfermedades (Gregory et al., 2006).

Dentro de este cromosoma, se encuentra la regién 1p36, Figura 5, un
segmento subtelomérico numeroso en genes que, dada su
susceptibilidad a sufrir alteraciones es considerada regién critica (Ruiz

et al., 2019).

Las regiones criticas son aprovechadas en diversos disefios
experimentales para observar la inestabilidad cromosémica causada
por fallos en la reparacion en el DNA o en la respuesta ante el dafio de
agentes mutagenos. De esta manera se puede establecer la frecuencia
de aberraciones, contrastadas con la frecuencia en individuos sanos,

podra facilitar el diagnéstico (Navarrete et al., 2012).
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Particularmente, la afectacion de la region 1p36, se asocia a varias
patologias (Contreras y Mancillas, 2004). Su delecion, afecta a 1 de
cada 5000 nacimientos, e incluso, es conocida por ser la delecion
cromosOmica terminal mas comdn en seres humanos (Bello y
Rodriguez-Moreno, 2016). También, se ha observado que dicha
delecion aparece en distintos tipos de céancer, lo que sugiere, de
acuerdo con Bagchi y Mills (2008), que podria contener algun

importante gen de supresion tumoral.

1p

Region 1 p36 I -

Figura 5. Ideograma del cromosoma 1
mostrando en naranja la region 1 p36
(modificado de www.ncbi.nlm.nih.gov).

(LT W74 |

1q
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1.3 Linfoma de Hodgkin.

En general, los linfomas se definen como neoplasias soélidas originadas
por la trasformacion maligna de linfocitos B o T, siendo mucho mas
comunes los linfomas ocasionados por linfocitos B (Pefa, 2016).
Unicamente el 75% de los linfomas se producen en el tejido linfoide
(ganglios, bazo, medula 0sea), ya que también pueden originarse en
cualquier otro tejido del organismo, ademas su incidencia varia en
funcion de la edad, sexo, factores geograficos y étnicos (Navarro-

Almenzar et al., 2020).

El linfoma de Hodgkin (LH), como una de estas neoplasias, se
caracteriza por la distorsion de la morfologia normal de los ganglios
linfaticos, asi como por la presencia de las células Reed-Sternberg (RS),
células multinucleadas que representan menos del 1% del tejido tumoral
(Kippers y Hansmann, 2005; Lara-Torres y Ortiz-Hidalgo, 2009), el
resto de este tejido esta constituido por células no malignas; eosinofilos,
macrofagos y linfocitos, tanto B como T, capaces de crear el
microambiente del cual dependen las células RS (KUppers y Hansmann,

2005; Steidl, 2017).
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Pérez-Zufiga et al. (2019) describen a la célula RS con un ndcleo
multilobulado, con nucléolos pequefios y abundante citoplasma. Estas
células tienen un inmunofenotipo variable, sin embargo, expresan
primordialmente los marcadores CD15+, CD30+, CD45-, PAX5+ y
CD20+, este ultimo presente solo en el 20-40 % de los pacientes (Gobbi
et al., 2013; Alfonso et al., 2017; Oliveira y De Morales, 2017). La
evidencia en secuenciacion sefiala que las células RS derivan de
linfocitos B que han logrado evadir la apoptosis a través de la pérdida
de su linaje especifico y distorsionando diversas vias de sefializacion
como NF-kB y JAK-STAT, lo que facilita su escape inmunolégico (Steidl,

2017).

En el LH, el nimero y grado de atipia de las células RS, junto con, el
patron de crecimiento y la composicion del entorno celular, permiten
realizar el adecuado diagnostico de la enfermedad (Lara-Torres y Ortiz-
Hidalgo, 2009). De esta manera, se reconocen dos grandes grupos de
LH; el linfocitico nodular y el linfoma clasico (WHO, 2017). El LH clasico,
a su vez agrupa cuatro subtipos histolégicos; esclerosis nodular,
celularidad mixta, deplecion linfocitica, o bien, rico en linfocitos, Tabla 2
(Bellas, 2004; Lara-Torres y Ortiz-Hidalgo, 2009; Frias et al., 2019;

Pérez-Zuhiga et al., 2019).
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Tabla 2. Frecuencia de los subtipos histologicos en LH.

Subtipo histologico Frecuencia (%)
Cléasico 95
Esclerosis nodular 40-75
Celularidad mixta 20-40
Deplecion linfocitica 5-15
Rico en linfocitos 5-15
Predominio linfocitico 5
nodular

(Alfonso et al., 2017)

De acuerdo con Sung et al. (2021) en su estudio sobre la incidencia y
mortalidad de 36 tipos de cancer en 185 paises, durante 2020 se habian
registrado un total de 80 mil nuevos casos de LH y mas de 23 mil nuevas
muertes a causa de esta enfermedad, representando el 0.43 y 0.23 %
de los casos y muertes por cancer en todo el mundo. A su vez, la
prevalencia del LH en los ultimos 5 afios sumo 281 112 diagnosticados,
distribuidos principalmente en Asia (98 618 casos), seguida por Europa

(78 086 casos) y América con 72 790 casos (IARC, 2020). La incidencia
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del LH en la poblacion global tiene un comportamiento bimodal, es decir,
hay dos picos de incidencia; el primero en los jévenes-adultos (20-30
afos) y el segundo, en adultos mayores (>60 afios), aunque también es
posible verlo en nifios y adolescentes pues en ellos es el linfoma mas

frecuente (INC, 2013).

El LH afecta 1.43 veces mas a hombres que a mujeres. Ademas, el
riesgo de desarrollar LH entre personas con un mayor status
socioecondémico es mas alto (Khodamoradi et al., 2018; Sung et al.,
2021). De igual manera, LH tiene mayor incidencia en paises mas
desarrollados, mientras que la mortalidad es mas alta en los paises en
desarrollo, lo que puede estar relacionado con las diferencias de acceso
a la salud y a las innovaciones terapéuticas (Khodamoradi et al., 2018;

Rivas-Vera et al., 2019; Zhou et al., 2019).

En los Estados Unidos el LH afecta a mas de 8 mil pacientes
anualmente. Tan sé6lo en 2019, esta cifra representé aproximadamente
el 10% de los linfomas totales que se padecen en este pais. Ademas, la
mayoria de estos pacientes fueron diagnosticados entre los 15 y 30
afios de edad, seguidos por un segundo pico en adultos de 55 afios o

mas (Hundall y Kuppers, 2018; Siegel et al., 2019).

20

——
| —




Por su parte, en Latinoamérica ocurren mas del 10% de los casos y
muertes por LH. En México, el cancer de O6rganos hematopoyéticos
causa casi el 50% de las muertes en la poblacién infantil (0 a 17 afios)
y se estima que el LH representa la segunda causa de cancer en la edad
pediatrica (Rivas-Vera et al., 2019; Covarrubias-Espinoza et al., 2016;
INEGI, 2018). Durante 2016, México diagnostico 2 278 casos de LH, 1
006 en mujeres y 1 272 en hombres, encontrando la incidencia mas alta
en adultos mayores de 60 afios, seguido adultos entre 20 y 24 afnos,
ademas 535 pacientes murieron en el mismo periodo (Rivas-Vera et al.,
2019). Ya en el 2020, México reportd 2 266 nuevos casos de LH y 610
decesos, mientras que la prevalencia de esta enfermedad durante los

ultimos 5 afos alcanzé mas 7 400 casos en nuestro pais (IARC, 2021).

Aungue la incidencia del LH se ha mantenido estable en el mundo desde
1990 (Zhou et al., 2019), en general, el Linfoma de Hodgkin es una
enfermedad muy heterogénea, que varia en diversos parametros como

edad, sexo, clase social o localizacién geografica.
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1.3.1 Etiologia

Hasta el dia de hoy, el origen del linfoma de Hodgkin continda siendo
un tema debatido. En un principio, diversos estudios epidemiolégicos
sospecharon la participacion de algun agente infeccioso en el desarrollo
del LH. Mas tarde, el paralelismo de incidencia entre los nifios con
poliomielitis y LH sugirié la posibilidad de que dicho agente fuera un
virus (Bellas, 2004; Jarrett, 2015). Sin embargo, fue hasta el aifio 1987,
que por primera vez se detectd DNA del Virus Epstein Barr (EBV) en

muestras de pacientes con LH (Weiss et al., 1987; Bellas, 2004),

EBV fue el primer oncovirus humano en ser descrito en 1964, tras el
estudio de un paciente con linfoma de Burkitt (Esau, 2017). Se
descubrié entonces que EBYV tiene presencia en el 95% de la poblacion
mundial y que se transmite durante la infancia (1 a 6 afos) y la
adolescencia (14 a 20 afos), con la posibilidad de permanecer latente

durante toda la vida.

EBV tiene un blanco habitual en los linfocitos B, protagonistas en la
patogénesis tanto de LH como linfoma de Burkitt (Diebold y Nicolas,
2001; IARC, 2012). Ademas, las células RS expresan los genes LMP-

1, LMP- 2a y EBNA-1, caracteristicos de la latencia asociada a EBV
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(Pérez-Zuhiga et al., 2019). Este virus también se ha vinculado a otros
linfomas de células T y NK, asi como a variados sindromes autoinmunes

gue predisponen al cancer (IARC, 2012).

En la actualidad, se ha encontrado que EBV solo esta presente en el
50% de los casos globales de LH, llegando incluso a decaer al 20-40%,
segun el subtipo histolégico predominante (Lara-Torres y Ortiz-Hidalgo,
2009; Campo et al., 2011; De Toledo y Sdbado, 2016). Por el contrario,
en algunos paises desarrollados, la presencia viral se eleva a 90%
(Stefan y Harif, 2017) y, en México, la prevalencia de EBV alcanza
unicamente al 64% de los pacientes con LH (Romero et al., 2004; Rivas-

Vera et al., 2019).

Los casos, donde no es posible demostrar la presencia de EBV,
sugieren la existencia de otros factores de riesgo que pueden dar origen
a la enfermedad, como la predisposicion genética, historial médico o la

participacion de otros virus (Engert y Younes, 2020).

En 2016, Roemer y colaboradores relacionaron el LH clasico con
alteraciones de la region 9p24.1 (en casi el 100% de los pacientes).
Para las células RS, la ganancia de copias en esta region resulta en una

mayor expresion de ligandos asociados a receptores de muerte celular
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programada (PD-1), lo que inhibe la activacion de los linfocitos T y la

respuesta antitumoral oportuna.

El estudio a mas de 5000 pacientes con LH, ha sefalado cerca de 18
involucrados en la aparicion de esta enfermedad. Dichos loci
aumentarian el riesgo de padecer LH al afectar procesos biolégicos
clave como: la funcion y diferenciacion de linfocitos T o la activacion de

NF-kB (Engert 'y Younes, 2020).

También se ha observado que el riesgo de padecer LH aumenta hasta
tres veces cuando se cuenta con un familiar que haya padecido la
enfermedad, siendo esto mucho mas frecuente entre hermanos varones

(Goldin et al., 2004; Engert y Younes, 2020).

Algunos trabajos mas han considerado factores de riesgo alternativos:
como el tabaquismo y alcoholismo (Besson et al., 2006; Tramacere et
al., 2012), sin embargo, no son concluyentes y recomiendan cautela en
la interpretacion de sus resultados, demostrando los amplios esfuerzos

gue se han hecho para establecer una etiologia satisfactoria del LH.
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1.3.2 Estadificacion del linfoma de Hodgkin

En la década de 1970 se desaroll6 el sistema Ann Arbor; una
clasificacion que detalla en los pacientes con LH la extension,
distribucion y sintomatologia de la enfermedad, lo que permite evaluar

su aptitud para un tratamiento (Engert y Younes, 2020).

Este sistema se basa en la capacidad de tiene LH para diseminarse por
el cuerpo, considerando ademas su localizacion: por encima o debajo

del diafragma, Figura 6 (Gobbi et al., 2013).

Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV
VR VR
?
N N
Figura 6. Estadios de diseminacion del LH (modificado de INC,
2013).
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El estado | describe la afectacién de un sélo ganglio linfatico o una sola
estructura linfoide (como el timo o el bazo), o bien, un grupo de nddulos
gue son adyacentes; el estadio Il refiere dos o mas grupos ganglionares
afectados en el mismo lado del diafragma; el estadio Il involucra
nodulos en ambos lados del diafragma, incluso afectando al bazo;
mientras que el estadio IV describe una amplia diseminacion de la
enfermedad en sitios discontinuos al sistema linfatico, implicando a
otros 6rganos como el higado o la medula 6sea (Gobbi et al., 2013;
Engert y Younes, 2020). Una subdivisién adicional, asigna la letra A
para declarar sintomatologia inexistente y la B para la manifestacion
sinomas como fiebre (>38 °C), pérdida de peso corporal o sudoracion

exesiva (Pérez-Zufiga et al., 2019).

1.3.4 Tratamiento

Con el proposito de establecer un adecuado tratamiento, los pacientes
con LH son situados en distintas etapas (Tabla 3) que consideran el
desarrollo o estadio de la enfermedad y la presencia de factores
desfavorables; el estadio avanzado se asocia a un peor pronostico e

influye en la toma de decisiones terapéuticas (Pérez-Zufiga et al., 2019;
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Murrieta et al., 2009). Entre los principales factores considerados se
encuentra el subtipo histologico, la edad, la presencia de sintomas B,
sedimentacién globular y masa mediastinal con diametro mayor a 10 cm

(Murrieta et al., 2009).

Para los pacientes con estadios aun localizados, el tratamiento consiste
en la combinacion de quimioterapia y radioterapia, mientras que para la
etapa avanzada se emplea mayor nimero de ciclos sin radioterapia

(Ansell, 2016; Caballero, 2016).

Tabla 3. Grupos para el tratamiento de pacientes con LH

Etapa Descripcion

Temprana favorable Estadio | — Il, sin factores
desfavorables

Estadio | —1I, con

Temprana desfavorable factores desfavorables

Enfermedad avanzada Estadio Il -1V

(Pérez-Zuiiga et al., 2019)
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El tratamiento de primera linea contra el LH es el esquema
quimioterapéutico ABVD (adriamicina, bleomicina, vinblastina y
dacarbacina) seguido de radioterapia de campo extendido, la cual
consiste en irradiacion sobre los ganglios involucrados y colindantes
(Engert y Horning, 2011; Gobbi et al., 2013). Incluso en pacientes con
diagnostico favorable se prefiere la combinacion de ambas terapias: 2
ciclos de ABVD con 20 Gy de radioterapia, pues se han demostrado
tasas de recaida importantes al usar Unicamente radioterapia (Gobbi et
al., 2013; Caballero, 2016). Para pacientes que no pueden recibir
radioterapia debido al riesgo de efectos secundarios graves, se opta

so6lo por la aplicacion de 4-6 ciclos de ABVD (Caballero, 2016).

Para la etapa avanzada de la enfermedad, que incluye los estadios
clinicos lll y IV, se recomiendan de 6 a 8 ciclos de ABVD sin radioterapia
(Caballero, 2016; Younes y Ansell, 2016). En la Tabla 4 describe el
mecanismo de accion de cada compuesto que conforma el esquema

ABVD.

La doxorrubicina, también llamada adriamicina, es un compuesto que
pertenece al grupo de las antraciclinas. Fue aislado de una cepa de
Streptomyces peucetius a mediados del siglo pasado, tras identificarse

su actividad antitumoral. Algunos efectos secundarios por su empleo
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son alopecia, estomatitis, mielosupresion y cardiotoxicidad, donde se

reporta que hasta el 1.7% de los pacientes llegan a fallecer debido a

falla cardiaca (Arcamone, 1981; Murray, 2014).

Tabla 4. Farmacos empleados en el esquema ABVD

Alteracion
Tipo Farmaco Efecto citogenética
Dafo en bases Deleu_ones,
inserciones,

Alquilantes Dacarbacina

Doxorrubicina

L (adriamicina)
Antibidticos

Bleomicina

Inhibidor de Vinblastina
la mitosis

nitrogenadas.
Formacion de
aductos.

Roturas de cadena
doble.

inversiones y
translocaciones
cromosomicas.

Entrecruzamiento del Translocaciones,
DNA. Roturas de acéntricas,
cadena sencillay de disentéricas y

cadena doble.

otras aberraciones

Intercalante del DNA. involucradas en
Generacion de dafo a los
radicales libres telémeros.

Inhibicion del huso  Aneuploidias y

mitotico

poliploidias

——
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La bleomicina es un glicopéptido aislado del hongo Streptomyces
verticillus. Como antineoplasico es ampliamente empleado por su bajo
efecto inmunosupresor y mielosupresor. Sin embargo, desde 1971 se
conoce su Iimportante toxicidad pulmonar, llegando a provocar
neumonitis y fibrosis pulmonar hasta en el 20% de los pacientes

tratados (Cabrera, 2006; Bdll et al., 2018).

Por su parte la vinblastina es un vinca alcaloide que desde su aparicion
en la década de 1950 demostré una gran eficacia quimioterapéutica
contra el LH (Sohier et al., 1968), ademas del cancer testicular, de seno,
de ovario, rifidn y vejiga, entre otros. Este agente se une fuertemente a
la tubulina e inhibe su polimerizacion en microtubulos, comprometiendo
la formacion del huso mitético y blogueando asi la division celular.
Muestra toxicidad hematoldgica, disminuye los glébulos blancos y en
menor medida las plaquetas y glébulos rojos. Sus afectaciones
sintomaticas promueven nauseas, vomitos, estreflimiento, alopecia,

disnea y dolor de cabeza (Gigant et al., 2005; Zakariya et al., 2017).

Por ultimo, la dacarbacina es un agente alquilante antineoplasico de
administracion oral, tradicionalmente empleado para tratar el melanoma
metastasico. Los agentes alquilantes fueron las primeras moléculas

desarrolladas contra el cancer, en 1940. Sin embargo, la dacarbacina
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no tuvo aprobacion clinica hasta 1975. La dacarbacina se combina con
otros farmacos para conformar el tratamiento de varias enfermedades
como el LH, los neuroblastomas y algunos sarcomas. Aungque los
detalles de su mecanismo de accidn no han sido esclarecidos
totalmente, se conoce que la dacarbacina interfiere con la sintesis de
purinas al actuar como una purina analoga y alquilante. Sus efectos
antitumorales estan relacionados con la induccion de aductos de metilo

en el ADN (Murray, 2014; Al-Badr y Alodhaib, 2016).

1.4 Efectos reproductivos del tratamiento antitumoral

La mejora en los tratamientos anticancer se traduce en un aumento de
la sobrevivencia. No obstante, tanto los radio- como quimioterapéuticos
tienen sustanciales efectos sobre la calidad de vida a largo plazo y una
exposicion durante la etapa reproductiva puede comprometer la
fertilidad en sobrevivientes jévenes (Fossa y Magelssen, 2004;

Tremblay et al., 2017).

En varones, los tratamientos antitumorales disminuyen la funcion
reproductiva al interferir con la espermatogénesis, Figura 7 (Kasper et

al., 2012; Tremblay, Beaud y Delbés, 2017). Este efecto, que puede dar
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origen a anomalias cromosémicas, puede también variar en funcién del
protocolo quimioterapéutico, asi como al tiempo transcurrido desde la

exposicion (Bujan y De Mas, 2002).

Hipotalamo
Hipofisis

Dano LH FSH

/ \

Células de Leydig  cg|ylas de Sertoli

/ / Células germinales

Andrégenos

Testiculo

Figura 7. Eje hipotalamo-hipofisis-gonada en el hombre
(Creado con BioRender).

Aunque se ha documentado el restablecimiento de la espermatogénesis
posterior a los tratamientos contra el cancer, otros elementos como la
integridad del ADN, la cromatina y el epigenoma de Ilos
espermatozoides pueden verse alterados en los supervivientes de esta
enfermedad (Gerson, 2000; Tremblay et al., 2017). Incluso se ha

observado que valores aceptables en la evaluacion seminal, no

32

——
| —



necesariamente reflejan una éptima integridad genética Tabla 5 (Liu y

Liu, 2013).

Los agentes quimioterapéuticos pueden afectar la tasa de natalidad
entre los pacientes expuestos. ElI aborto espontaneo y las
malformaciones congénitas estan altamente asociadas con la perdida
de la integridad genética del espermatozoide (Quintero-Vazquez et al.,

2015).

Tabla 5. Valores de referencia para espermatobioscopia.

Parametro Valor de referencia

Licuefaccion total (min) 60
pH 7.2-7.8
Volumen (ml) 2
Concentracion espermatica 20
(10° células/ml)

Motilidad progresiva (%) 50
Viabilidad (%) 75
Formas normales (%) 15

(WHO,1999)

1.5 Hibridacioén fluorescente in situ

Aunque el andlisis seminal continda siendo la principal herramienta en
la evaluacion de la funcion reproductiva, es necesario realizar un estudio

mas profundo para poder observar efectos genotoxicos sobre el
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espermatozoide y, ensayo molecular de hibridacion fluorescente in
situ (FISH, por sus siglas en inglés) permite profundizar ese estudio.
Esta técnica se fundamenta en la propiedad fisicoquimica de
desnaturalizacion y renaturalizacion de la doble cadena de DNA al
exponerse a concentraciones salinas 0 a un aumento en la temperatura.
De esta forma se le puede hacer hibridar con una cadena de DNA
complementaria (sonda asociada a un fluoréforo) con el fin de detectar
la presencia o ausencia de secuencias de nucleotidos especificas.
Estas sondas pueden marcar diversas secciones cromosémicas como
lo son genes especificos, telomeros, centrdmeros o el cromosoma por

completo, Figura 8 (Salazar et al., 2016).

()
” \
L
v\, 4
Sonda Sonda Sonda Sonda de pintado
gen-especifica centromérica telomérica cromosomico

L J

Sondas para secuencias repetitivas

Figura 8. Ejemplo de diferentes tipos de sondas en hibridacion
fluorescente in situ, FISH (modificado de McNeil y Ried, 2016).
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1.5.1 FISH-AMS8

Existe una modificacion del ensayo FISH el cual permite identificar
aberraciones cromosOmicas simultdneamente a través del empleo de
sondas con distinto espectro de excitacion, esta modificacion es llamada
FISH multicolor (M-FISH, por sus siglas en inglés). Cuando éste ensayo
se lleva a cabo en el espermatozoide, que es una célula interfasica,
donde el ADN se encuentra en alto grado de compactacion, ésta
modificacion es llamada FISH — AMS8; pues toma su nombre de las
regiones cromosomicas que identifica como se esquematiza en la
Figura 9. De ésta manera podemos lograr la deteccion de aberraciones
cromosdmicas numeéricas, asi como dos grandes categorias de
anormalidades estructurales las duplicaciones y deleciones
cromosdmicas, de manera simultanea (Sloter et al., 2000; Tempest et

al., 2008).
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Sonda 1Cen espectro rojo [A]

Sonda 1p36 espectro verde [VI] 1 CEP

Sonda espectro amarillo [ ]

M ENEEEN]

Figura 9. Esquema de sondas para FISH - AM8, para el cromosoma 1 vy el
cromosoma 8 (modificado de Roldan y Lopez, 2017).
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2. JUSTIFICACION

En nuestro pais el LH es uno de los padecimientos importantes que
afecta a la poblacion infantil y juvenil. Sin embargo, su tratamiento con
el esquema quimioterapéutico ABVD, aunque eficiente, puede
representar un peligro para la salud reproductiva por su elevada
toxicidad. Los varones que sobreviven al tratamiento con ABVD ven
comprometida la integridad genética de sus gametos en edad
reproductiva, lo que los sitla en la posibilidad de transmitir un conjunto
de padecimientos asociados a la inestabilidad genética con
consecuencias adversas en su descendencia. Un estudio con el ensayo
molecular FISH-AMS8 puede ayudar a establecer los efectos de estos

guimioterapéuticos sobre las células espermaticas de pacientes con LH.

3. HIPOTESIS

Existe evidencia que sefala la susceptibilidad de las células germinales
a defectos genéticos originados por distintos antineoplasicos, por lo
tanto, si estas son expuestas al esquema ABVD en pacientes con LH,
las células germinales de dichos sobrevivientes manifestaran efectos

genotoxicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar los efectos citotoxico y genotoxico en espermas de
pacientes con LH tratados con el esquema

guimioterapéutico ABVD.

4.2 Particulares

Evaluar los diferentes parametros seminales para establecer
la calidad del liquido seminal de sobrevivientes al LH,

asociados a citotoxicidad.

Determinar mediante FISH-multicolor AM8 las aberraciones
cromosomicas numéricas en espermatozoides de pacientes

con LH tratados con el esquema ABVD.
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5. METODO.
5.1 Criterios de inclusion
Individuos sanos

Se incluyeron en este estudio individuos sanos y se tomaron los

siguientes criterios:

1) Muestras de hombres sanos mayores de 18 afios (sin

antecedentes clinicos de LH).

i) Participacion voluntaria con carta firmada de

consentimiento informado.

iii) Cuestionario de tamizaje, el cual describe habitos
alimenticios, enfermedades y exposicion a medicamentos

incluyendo consumo de cigarrillos, drogas o alcohol.
Pacientes con LH y expuestos al tratamiento ABVD
I) Pacientes jovenes varones mayores a 18 afios.

ii) Participacion voluntaria con carta firmada de

consentimiento informado.

iif) Diagnosticados clinicamente con Linfoma de Hodgkin.
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Iv) Que finalizaron su tratamiento con el esquema ABVD con

al menos 6 meses previos a la toma de muestra.

5.2 Criterios de Exclusion
En todos los casos:

1) Individuos con un periodo de abstinencia sexual menor a

3 dias.

ii) Individuos con vasectomia o bien que en los tres meses
previos a la toma de muestra hubieran desarrollado algun
tipo de enfermedad cronico-degenerativa o]

infectocontagiosa.

i) Que fueran descartados por algun parametro del

cuestionario de tamizaje.
5.3 Procesamiento de la muestra
5.3.1 Espermatobioscopia

Después del tiempo de licuefaccion (1 hora tras su recoleccion) se
comenzo la medicion de pH, viscosidad y color. Para la progresion,

viabilidad, morfologia y densidad espermética se realizaron conteos de
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200 espermatozoides por parametro. Se fracciono el liquido seminal
para ser almacenado a -20 °C, finalmente las muestras fueron
clasificadas en normal (NL) o no normal (NN) de acuerdo con los valores

de referencia del manual de laboratorio de OMS 1999 (Tabla 5).
5.3.2 Ensayo FISH-M
Preparacion y fijacion de la muestra espermaética

Los frotis se realizaron al descongelar la muestra a temperatura
ambiente y homogenizar con una pipeta Pasteur, tomando de ella de 5-
7 pl.  Se elaboraron dos laminillas por individuo dejando secar a
temperatura ambiente por 48 h. Previo a la descondensacion del nucleo
espermatico, el frotis fue fijado en metanol (Merck. Dermstadt,

Alemania) al 100 % por 60 min.

Posteriormente se introdujo a DTT (ditiotreitol, Sigma, USA) en hielo por
30 min y consecuentemente en LIS (3,5-acido diiodosalisilico, Sigma,

USA) a temperatura ambiente por 70 min.

Sondas e hibridacién
Se desnaturaliz6 la mezcla de sondas a 78 °C para aplicar sobre la zona
de hibridacion, dicha mezcla consiste en; Sonda 1Cen, espectro rojo

(Vysis, Abbott, USA); Sonda 1p36 espectro verde (SureFISH, Agilent,
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USA) y Sonda 8 Cen espectro amarillo (verde + rojo, Vysis, Abbott,
USA), para después colocarlas de manera secuencial en alcohol al 70,
85y 100% (V/V).

Para la hibridacion se preparé una camara humeda con las laminillas
preincubadas a 37 °C por 36 h en obscuridad. Para el lavado post-
hibridacion, una vez transcurrido ese tiempo, se retiraron las laminillas
de la camara humeda y se retir0 el cubreobjetos. Posteriormente se
introdujo en formamida/2X SSC (IBI, New Heaven, USA) al 50 % (V/V)
a temperatura de 45 °C por 10 min e igualmente en solucién citrato de
sodio (2X SSC) por 10 min a 37 °C y, finalmente, un lavado mas en 2X
SSC por 10 min, a temperatura ambiente. Finalmente se aplico el medio
de montaje (DAPI con Vectasheld, Vector, USA) sobre la zona de

hibridacion.

Evaluacion

Se cuantificaron 5000 células por preparacién en el microscopio de
epifluorescencia a 100X con los siguientes filtros: Texas red (580-640
nm), FITC (490-560 nm), simples; dobles (FITC/Texas red) y triple
banda (DAPI [358-461 nm]/FITC/Texas red) siguiendo los criterios de

evaluacion propuestos por Marchetti et al (2008).
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Aberraciones cromosomicas establecidas mediante

Los fenotipos observados fueron catalogados como se esquematiza en

la Figura 10: Sin dafio cromosomico, fenotipo AMS8; con dafo

cromosOmico numérico,

fenotipos AAMMBSS8 (diploidia), AM88 (disomia),

AMO (nulisomia); y con dafio cromosomico estructural, fenotipos A08

(delecién), OM8 (delecion), AAMS8 (duplicacion), AMMS (duplicacion).

— Fenotipo

estructural

- @ A
Sin dafio *[@'—f__ e
O 8

— - -
nnrmal Cromosomico
[ ]
— Diploidia oyt —[MMM
o
2
h Dano . N
- . Disomia (¢ .* O —[AM
) —= cromosomico
o numeérico
o N —[AMD
§ Mulisomia @
> a0
= Delecion
- - o
Dario
L cromosémico |

L Duplicacion

Figura 10. Aberraciones cromosOmicas establecidas mediante FISH - AM8
(modificado de Roldan y Lopez, 2017).
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Por su parte, la Figura 11 exhibe esta correspondencia esquematica
con tres microfotografias: un espermatozoide sin dafio cromosomico,

Figura 1la y dos espermatozoide con dafio cromosomico numerico,

Figura 11b y 11c.

Figura 11. Microfotografias FISH-AM8 en espermatozoides humanos. (a) espermatozoide
sin daflo cromosOmico: AMS8. (b) espermatozoide con dafio cromosémico numeérico:
AAMMBSS, diploidia. (c) espermatozoide con dafio cromosémico numérico: 008, nulisomia
del cromosoma 1. Microscopia de epifluorescencia (100X), filtro triple banda
(DAPI/FITC/Texas red). Citogenética y Mutagénesis, Laboratorio 2, 1er piso, UMIEZ, FES-
Z UNAM.

5.4 Analisis Estadistico

Con el fin de contrastar la frecuencia de anormalidades cromosdmicas

en el grupo tratado (ABVD) y el grupo control (sin exposicion) se aplico

Chi cuadrada con correccién de Yates (Chi*-Y, p < 0.05). Por otra parte,
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para establecer diferencias entre los pardmetros seminales de ambos

grupos se empleo la prueba t-student (p < 0.05).

6. RESULTADOS

6.1 Poblacion estudiada

Se estudi6 un total de 7 muestras: 4 individuos sanos sin antecedentes
clinicos y 3 de pacientes jovenes clinicamente diagnosticados con LH.
Los pacientes con LH fueron captados en el servicio de Hematologia,
departamento de Oncologia, del Hospital General de México. Las
edades medias (x DS) de los individuos control y expuestos a ABVD

fueron semejantes entre si (22 £ 2.9y 23 + 2.6, respectivamente).

El subtipo histologico de los participantes con LH fue celularidad mixta
y recibieron en promedio 10.7 dosis por cada 5.3 ciclos de ABVD. El
estadio de la enfermedad fue distinta entre los participantes, asi como
el tiempo sin exposicion, donde el andlisis individual aclarara para uno

de los pacientes (NL-264) que el dato no fue declarado, Tabla 6.
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Todos los individuos participantes firmaron el respectivo consentimiento

informado y respondieron el cuestionario de tamizaje.

Tabla 6. Datos clinicos de los individuos expuestos y controles

L Tiempo sin .
Edad Régimen g Tipo de .
Muestra en guimioterapéutico exposicion Linfoma Estadio
- en meses

anos
Controles
NL-111 24 -- -- --
NL-188 25 -- -- --
NL-200 19 -- -- --
NL207 20 -- -- --
Media (£ 22 (2.9)
DS)
Esquema
ABVD

Celularidad
NL-190 22 ABVD: 8 dosis/4 ciclos 16 mixta A
Celularidad
NN-177 26 ABVD: 8 dosis/4 ciclos 11 mixta IV A
NL-264 21 ABVD: 12 dosis/ 6 - Celularidad " A
ciclos mixta
Media
(= DS) 23(2.6) 13.5(3.5)
( )|
L %)



6.2 Parametros seminales

Se llevé a cabo la evaluacion de las muestras seminales de los
participantes por espermatobioscopia directa a fin de establecer la
calidad seminal en concordancia con el manual de laboratorio para

evaluacion de semen humano de la OMS (1999).

Tabla 7. Parametros de espermatobioscopias en ambos grupos de estudio.

Muestra  Volumen Color pH  Viscosidad Densidad Viabilidad Morfologia
(mL) (x10%esp/mL) (%) (%)

Controles

NL-111 4.5 Opalescente 8 Gota 154.00 91.75 22.00

NL-188 4.3 Opalescente 8 Hilo 148.00 32.75 21.75

NL-200 3.1 Opalescente 8 Hilo 112.52 44.25 25.75

NL-207 14 Opalescente 8 Gota 158.00 60.25 34.50

Media (+ 143.13 57.25

DS) 3.3(1.42) - 8 (0) - (20.82) (25.62) 26 (5.95)

Esquema

ABVD

NL-190 0.7 Opalescente 7 Hilo 62.5 57.5 27.5

NN-177 2.7 Opalescente 8 Hilo 27.0 60.5 115

NL-264 0.75 Opalescente 8.5 Gota 106.0 77.5 20.0

Media 1.38 19.67

(£ DS) (1.14) - 7.8 (0.76) - 65.2 (39.6) * 65.2(10.8) (8.01)

OMS

(1999) >2.0 Opalescente 7,2-7,8 Gota =20 75 > 15

OMS

(2010) =15 Opalescente 7.2 Gota =15 58 >4

t—student *p <0.05 n=35 404 espermatozoides.

47

——
| —



De este modo, las muestras fueron clasificadas por cédigo de
identificacion segun lo establecido en la seccién 5.3.1. Los datos se

resumen comparativamente en la Tabla 7.

Todos los valores promedio de las muestras control son proximos a los
valores de referencia establecidos OMS 1999, OMS 2010. En el grupo
expuesto a ABVD, las muestras NL-264 y NL-190 fueron clasificadas
como normales, al mostrar adecuados valores de referencia para la
viabilidad y la densidad espermatica, ya que, no evidenciaron efecto

citotoxico.

Por el contrario, la muestra NN-177, present baja proporcién de formas
normales (11.5%) y viabilidad (60.5), asi como el valor mas bajo de
densidad espermatica entre el grupo de estudio (27x10° esp/mL). Todos
estos parametros sensibles para la determinacion de la adecuada
calidad seminal, sitian esta muestra medianamente por debajo de los
valores OMS 1999 (formas normales >15 %; Viabilidad 75 %; densidad
espermatica = 20x10° esp/mL), aunque cabe mencionar que los valores

fueron cercanos a los propuestos por OMS en 2010.
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En contraste, se demostré una diferencia significativa (p < 0.05) entre la
densidad espermatica promedio (x10° esp/mL) del grupo expuesto a

ABVD (65.2 £ 39.6) y el grupo control (143.13 + 20.8).

6.3 Aberraciones Cromosomicas

Se leyo un total de 35 404 células (N) con la metodologia FISH-AMS8; de
las cuales 20 263 pertenecen a las muestras control y 15 141 a
pacientes expuestos, asi se evaluaron en promedio 5057.7 (£ 40.9)

espermatozoides por muestra.

Se pudo observar que en las muestras control las aberraciones
numéricas fueron mas frecuentes que las estructurales, como se

observa en la Tabla 8.
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Tabla 8. Datos clinicos, calidad seminal y aberraciones cromosémicas estructurales (ACN) y numéricas (ACN),
mediante FISH multicolor-AMS8.

Muestra Edad de Tratamiento/ Tiempo sin Densidad ACN ACE Total de
diagndstico Dosificacion exposicién  espermatica. (%) (%) espermatozoides
(afios)/estadio (meses) (108 (n= 35 404)
espermas/mL)

Controles

NL — 111 24 -- -- 154 0.36 0.26 5000

NL — 188 25 -- -- 148 0.40 0.32 5136

NL — 207 20 -- -- 158 0.48 0.28 5 064

NL — 200 19 -- -- 112.52 0.28 0.20 5063
Media (£ DS) 22 (2.9) 143.13 (20.82) 0.38 (0.08) 0.26 (0.05) 5065.8 (55.6)
Esquema ABVD

NL — 190 22/1 A 8 dosis/4 ciclos 16 62.5 0.70 * 0.36 * 5 040

NN — 177 26/IV A 12 dosis/6 ciclos 11 27.0 0.52 * 0.50 * 5 058

NL — 264 21/11 A 12 dosis/6 ciclos. - 106 0.46 * 0.76 * 5043
Media (x DS) 23 (2.6) - 13.5(3.5) 65.2 (39.6) 0.56(0.12) * 0.54(0.2) * 5047 (9.6)

Chi 2-Yates *p <0.05

—
vl
o

| S—

n= 35, 404 espermatozoides.



Como se muestra en la Tabla 9y 10, se detecto entre los sobrevivientes

al tratamiento ABVD una frecuencia significativamente (p <0.05) de

ACN (0.56 £ 0.12) y de ACE (0.54 + 0.2) frente al grupo control (0.38 +

0.08 y 0.26 £ 0.05, respectivamente).

Tabla 9. Aberraciones cromosémicas numeéricas (ACN) observadas mediante

FISH multicolor-AMS.

Fenotipos Células )
Célul
Muestra o oz AN
tes
AMO 008 AM88 AAMM8 AAMMS8 AAMS
Controles
NL-111 2 5 6 4 0 1 18 5000 0.36
NL-188 0 11 4 2 2 1 20 5136 0.40
NL-200 1 8 4 0 1 0 14 5064 0.28
NL-207 0 6 9 3 5 0 23 5063 0.48
Media (+ 18.8 5065.75 0.38
DS) 07(1.2) 75(2.6) 5.8(4) 23(17) 2(22) 05(0.6) a0 | o oo
Esquema
ABVD
NL-190 4 12 5 8 5 1 35 5040 0.70*
NN-177 2 15 2 6 1 0 26 5058 0.52*
NL-264 2 12 4 4 1 0 23 5043 0.46*
Media (+ 5047.0 0.56 *
DS) 2.7(1.0) 13.0(1.7) 3715 60(0) 23(23) 03(06) 28(6.2) (9.6 (0.12)

Chi’>~Yates *p <0.05 n=35 404 espermatozoides CA: Células alteradas CT: Células totales.
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En la Tabla 9 se muestra que para el grupo control, las ACN mas
frecuentes fueron la disomia del cromosoma 8 (5.8 £ 2.4) y la nulisomia
del cromosoma 1 (7.5 £ 2.6); mientras que en el grupo expuesto a ABVD
lo fueron la disomia (6.0 = 2.0) y nulisomia, ambas del cromosoma 1

(13.0 + 1.7).

Tabla 10. Aberraciones cromosomicas estructurales (ACE) observadas
mediante FISH Multicolor-AMS.

Fenotipos
Muestra Células Células ACE
AO08 AMMS OM8 Anormales  Totales (%)

Controles

NL-111 5 3 4 12 5000 0.24
NL-188 9 7 0 16 5136 0.32
NL-200 1 8 1 10 5064 0.20
NL207 5 8 1 14 5063 0.28
Media 5(3.3) 6.5 (2.4) 1.5 13 (2.6) 5065.75 0.26 (0.05)
(+ DS) 1.7) (55.6)

Esquema
ABVD

NL-190 10 7 1 18 5040 0.36 *
NN-177 4 15 3 25 5058 0.50 *
NL-264 13 23 2 38 5043 0.76 *
Media 9 (4.6) 15 (8.0) 2(1.0) 27(10.1) 5047.0(9.6) 0.54(0.2)*
(+ DS)

Chi “- Yates *p<0.05 n=35 404 espermatozoides.
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Por otra parte, la ACE mas comun, tanto para el grupo control como
para el expuesto a ABVD, fue la duplicacion de la region 1p36 (6.5 +
2.4; 15 + 8.0, respectivamente), seguida por su delecién (5 + 3.3; 9

4.6, respectivamente), Tabla 10.

Dentro del grupo expuesto, las ACN (0.56 + 0.12) fueron mayores que
las ACE (0.54 + 0.2), exceptuando bien la muestra NL-264, donde la
tendencia se muestra invertida (0.46 y 0.76, respectivamente). Esto
podria estar relacionado con el tiempo sin exposicion del paciente (no
declarado) y la intensidad del tratamiento recibido (12 dosis/6 ciclos); un
corto periodo sin exposicion a quimioterapéuticos (al menos 6 meses
después) esta relacionado con una mayor pérdida de la integridad del
DNA, este dafio reciente habria dado poco tiempo a los mecanismo de
reparacion del DNA, aungque se ha observado que dicho dafio puede
persistir hasta por un periodo de 18 a 24 meses (O’Flaherty et al., 2010;
Meistrich, 2013). De la misma manera, un mayor dafio estructural
evidenciaria la mayor proporcion de agentes presentes en ABVD que
pueden interferir con el proceso de replicacion y reparacion del DNA

(Frias et al., 2019).

Finalmente, la Tabla 11 resume las frecuencias de aberraciones

cromosoOmicas encontradas en ambos grupos de estudio.
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Tabla 11. Frecuencia de espermatozoides con aberraciones cromosomicas en ambos
grupos de estudio, establecidas mediante FISH muticolor-AMS8.

ACN ACE
Muestra
AMO 008 AM8S AAMMS AAMMSS AAMS A0S AMMO OMS
Controles
c oroides 075 75 575 225 2 o5 5 65 15
Sp‘::(”(ﬁaDOSZ)O' €S 1.2) 26 24 @7 (2 (06 (33 (24 @7

. g 0.02 015 0.12 0.05 0.04 001 0.1 0.13 0.03
Frecuencia (%)

Esquema ABVD
_ 27 13.0 3.7 6.0 2.3 03 9 15 2
Espf)i(”(fla[t)oé)o'des (1.2) (1.7) (1.5) (2.0 (2.3) (0.6) (4.6) (8.0) (1.0

' ' : . . . ) 0.18 0.3 0.04
Frecuencia (%)® 0.05 0.26 0.07 0.12 0.05 0.01

ACN Alteraciones cromosémicas numéricas.
ACE Alteraciones cromosémicas estructurales.

8 5000 espermatozoides.

7. DISCUSION
Parametros seminales.

El mejoramiento de los tratamientos contra el cancer ha aumentado la
sobrevivencia de los pacientes jovenes en edad reproductiva. De

manera particular en el LH, la tasa de sobrevivencia es superior al 90%.
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Actualmente, algunos de los principales esfuerzos al tratar esta
enfermedad se dirigen al mantenimiento de la calidad de vida en los
sobrevivientes (Vakalopoulos et al., 2015; Paoli et al., 2016; Okada y
Fujisawa, 2019), por lo que, la preservacion de la fertilidad tras la
exposicion a quimioterapeuticos es de un importante interés. En el caso
de los varones jovenes, durante este periodo de exposicion
experimentan una drastica reduccion en la produccion de
espermatozoides o0 inclusive azoospermia, ya sea temporal o
permanente, de acuerdo al tratamiento empleado (Kasper et al., 2012;

Meistrich, 2013).

En este marco, nuestros resultados sefialan que después del
tratamiento con ABVD, los pacientes con linfoma de Hodgkin recobran
valores aceptables en los parametros seminales asociados a
citotoxicidad: concentracion espermatica y viabilidad (OMS 2010). Esto
habla de una recuperacion en la produccion de espermatozoides, y por
lo tanto, una recuperacion de la linea germinal, la cual depende tras
cualquier tratamiento de la cantidad sobreviviente de células madre
espermatogoniales y la conservacion de su capacidad de diferenciacion
(Meistrich, 2013). Lo reportado hasta ahora confirma que estas

cualidades son menos afectadas por ABVD cuando se le compara con
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otros regimenes quimioterapéuticos, y esto ha tenido su explicacion
mMas recurrente en la ausencia de ciertos agentes alquilantes en dicho
esguema, como procarbacina o cisplatino (Gobbi et al., 2013; Okada y
Fujisawa, 2019). Estos ultimos han sido relacionados histéricamente
con azoospermia permanente al emplearse sobre pacientes con LH,
hasta en el 80-90% de los casos. Aungue en pacientes tratados con
ABVD la esterilidad también esta presente, es mucho menos frecuente,
ademas, aun no son claros los motivos por los que algunos individuos

son mas susceptibles que otros (Viviani et al., 1985; Gobbi et al., 2013).

Dado lo anterior, en este estudio se encontré que si bien ambos grupos
muestran adecuados parametros de calidad seminal (OMS 2010), el
grupo expuesto a ABVD posee una densidad espermatica dos veces
mas baja (65.2 £ 39.6) (p < 0.05), que el grupo control (143.13 + 20.8).
Tabla 7. Tendencia similar ha sido descrita por Paoli y colaboradores
en 2016, quienes reportaron decaimiento de la concentracion
espermatica en los pacientes expuestos al esquema ABVD, alos6y 12
meses terminado el tratamiento. En cualquier caso, los investigadores
declaran que las medias de los pacientes eran también normales de

acuerdo con OMS 2010.
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Meistrich (2013) propone que este lento restablecimiento de la cuenta
espermatica podria deberse a que las espermatogonias tipo A no inician
la diferenciacion hasta que la poblacion estd completamente
regenerada. Dicha detencidén podria ocurrir en diferentes etapas de la
espermatogénesis, lo que resultaria en wuna produccidon de
espermatozoides variable. Una demora generalizada provocaria

azoospermia (Templado et al., 2013).

Se ha pensado incluso que la enfermedad LH, por si misma, podria
interferir con la espermatogénesis, lo que estableceria pobres valores
seminales iniciales, que se acentuarian tras el tratamiento con ABVD.
Dicho dafio seria propiciado por la sintomatologia experimentada por
los pacientes, tales como la pérdida de peso o los episodios de fiebre;
largos periodos de fiebre han estado relacionados con oligospermia e
incluso astenozoospermia (Dohle, 2010; Vakalopoulos et al., 2015).
Durante la enfermedad LH, la apoptosis de las células tumorales y
normales puede producir cantidades importantes de metabolitos
espermatotéxicos, lo que a su vez generaria una respuesta autoinmune
mediada por anticuerpos antiespermatozoides (Vakalopoulos et al.,
2015). De igual manera, se ha planteado que las alteraciones

nutricionales, por las que atraviesan estos pacientes, pueden tener un
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efecto negativo en la calidad seminal al interferir con el consumo
adecuado de vitaminas, las cuales juegan un papel clave en el

mantenimiento de la capacidad reproductiva (Meistrich, 2013).

La baja calidad seminal en los pacientes con LH que aun no han sido
tratados, también se ha intentado relacionar con estadios mas
avanzados de la enfermedad (Tal et al., 2000; O’Flaherty et al., 2010).
Sin embargo, autores como Viviani y colaboradores (1991) no
encontraron relacion entre mala calidad seminal y estadio de la
enfermedad o sintomas sistémicos del pretratamiento. En el mismo
sentido, Paoli y colaboradores (2016) afirman que en 202 pacientes con
LH, el 75 % de ellos fueron normozoospérmicos previamente al
tratamiento, y que tras la exposicion los parametros seminales son
principalmente afectados por el tipo de tratamiento y el niamero de

ciclos, no por los sintomas experimentados.

Aunque la literatura llega a ser contradictoria respecto a la pobre calidad
seminal en pacientes con LH de manera previa al tratamiento, esto solo
parece estar relacionado con los estadios no localizados o mas
avanzados del LH, mientras que en el post-tratamiento, Unicamente

parecen estar afectadas por el tipo de tratamiento y el nUmero de ciclos
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(Tal et al., 2000; Bahadur et al. 2005; Dohle, 2010; Paoli et al., 2016;

Amin et al., 2021).

Por otra parte, la accién sinérgica de los quimioterapéuticos que
componen el esquema ABVD también puede jugar un papel importante
al explicar un detrimento de la concentracion espermatica, y en general,
de los parametros seminales (Meistrich, 2013; Okada y Fujisawa, 2019).
Por ejemplo, al comparar diferentes tipos de regimenes
guimioterapéuticos se ha observado que el farmaco adriamicina puede

llegar a producir toxicidad adicional en los esquemas (Meistrich, 2013).

En el mismo sentido, se ha visto que la interaccion entre adriamicina y
algunos aneugénicos puede tener efectos diferentes de acuerdo al tipo
de célula involucrada (Ramos et al., 2019), por lo tanto, el dafio sobre
los diferentes tipos de células que componen el tejido germinal también
podria ser distinto; asi se podria afectar la espermatogénesis, a través
de las células de Leydig o Sertoli, actores fundamentales de este

proceso, Figura 10.

Por otra parte, aunque la vinblastina es capaz detener la
espermatogénesis y provocar apoptosis, no se le ha vinculado con una

azoospermia prolongada (Zakariya et al., 2017; Okada y Fujisawa,
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2019). Sin embargo, Meistrich (2013), asegura que al combinarse con
algunos agentes alquilantes o antraciclinas (como la adriamicina) la

vinblastina podria tener efectos adicionales.

Para la dacarbacina los mecanismos de accion tampoco han sido
completamente descritos (Murray, 2014), aun menos algunas de sus
interacciones, lo que puede restar explicaciones precisas en torno a su
empleo y efectos de tratamiento (Vellemans y André, 2021). Asi mismo,
la dacarbacina como agente alquilante contra el cancer es considerado
toxico para las gonadas, en particular en la espermatogénesis (Dohle,
2010; Vakalopoulos et al., 2015; Okada y Fujisawa, 2019). En ratones,
se ha demostrado que por si misma es capaz de reducir la cuenta
espermatica, e inducir dafio genotdxico, asi como disminuir los niveles

de testosterona intratesticular (Kumar et al., 2006).

No obstante, la evidencia apoya la baja reprotoxicidad de la dacarbacina
al actuar conjuntamente en el esquema ABVD, encontrando Unicamente
disminucién temporal de la concentracibn espermatica Yy
restablecimiento de la cuenta en 6, 12 0 18 meses tras de la exposicion,
algo compartido también por nuestros resultados (Tal et al.,, 2000;
Bahadur et al. 2005; Paoli et al., 2016; Okada y Fujisawa, 2019; Amin

et al., 2021; Vellemans y André, 2021).
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Respecto al volumen seminal en los pacientes sobrevivientes a ABVD,
aunque existe evidencia de que las células de Leydig son resistentes al
dano inducido por radioterapia (Okada y Fujisawa, 2019), tras la
exposicion a quimioterapéuticos estas células pueden sufrir una notable
disfuncion que depende de la dosis administrada (Vakalopoulos et al.,
2015). Un dafo sobre estas células productoras de androgenos podria
empobrecer las secreciones que acompafian al semen humano al
interferir con glandulas como la vesicula seminal o la glandula

prostatica, cuya actividad depende estrictamente de andrégenos.

Ademas, el dafio sobre las células de Leydig podria permanecer mucho
mas tiempo debido a su menor tasa de division (Vazquez y Vazquez,
2007; Vakalopoulos et al., 2015; Okada y Fujisawa, 2019). También se
ha observado que compuestos como la bleomicina en combinacién con
algunos agentes alquilantes, pueden reducir significativamente los
niveles de testosterona (Vakalopoulos et al., 2015; Zirkin vy

Papadopoulos, 2018).
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De la misma manera, el pH seminal depende de estas secreciones,
aunque esto no se veria relacionado con una baja concentracion
espermatica, ya que, el espermatozoide tolera con mayor facilidad la
alcalinizacion que la acidificacion (Vazquez y Vazquez, 2007). En este
estudio, no obstante la aparente diferencia tanto en pH como en

volumen entre el grupo control y expuesto no fue significativa (p < 0.05).

En general, multiples factores intervienen en las causas de una mala

calidad seminal en los pacientes con LH,

Sin embargo, el tratamiento con ABVD est4 mayormente relacionado
con una baja citotoxicidad y la recuperacion de la produccion de
espermatozoides, como lo apoyan nuestros resultados y el estudio

previo realizado por Roldan y Lopez, 2017.

De manera futura, profundizar en la actividad sinérgica de los
compuestos que componen ABVD podria facilitar el planteamiento de
nuevos esquemas, a fin de que, los pacientes tratados con este
protocolo logren alcanzar valores seminales estandares, como los
mostrados por los donantes no expuestos. También en la literatura son
notables los llamados por establecer adecuadamente la correcta

evaluacion reproductiva de los pacientes de manera previa a recibir el
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tratamiento ABVD, aparentemente algo poco recurrente en diferentes

paises.

Aberraciones Cromosomicas.

De acuerdo con Frias y colaboradores (2019), los esquemas
guimioterapéuticos pueden afectar las frecuencias tanto de ACE como
ACN, en Ilo que definen como aumento de la inestabilidad
cromosomica (CIN): un fendmeno que también es causado por otros
elementos extrinsecos como la exposicién a radiacion, infecciones
virales y algunos procesos fisiolégicos como la inflamacion. Ademas,
explican que algunos de estos mecanismos tendrian la capacidad de
generar un dafio al DNA heredable, produciendo variaciones
cromosoémicas que facilitarian la adaptacion y evolucién del cancer.
Para el espermatozoide, estos esquemas quimioterapéuticos que
incluyen agentes aneugénicos y clastégenos pueden originar dafio
genético importante, dafio capaz de aumentar el riesgo de resultados
reproductivos andmalos (Tal et al., 2000; Wyrobek et al., 2005; Amin et

al., 2021).
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Para mostrar dicho dafio entre los pacientes con LH que han recibido
ABVD, este estudio empleé el ensayo FISH-AM8, el cual permite
observar simultdneamente anormalidades cromosOmicas numericas y
estructurales en el espermatozoide. Nuestros resultados encuentran
gue en promedio 13.5 meses despues de la exposicion a este esquema,
la frecuencia de ACN y ACE en los espermatozoides es
significativamente alta (p<0.05) entre los pacientes sobrevivientes. Se
ha estimado que el tiempo necesario para retornar a los valores
normales podria tomar entre 12 a 24 meses en pacientes tratados con
ABVD, mientras que, para otros esquemas llega a tomar mas de 2 afios
(Wyrobek et al., 2000; Bujan et al., 2014; Martinez et al.,, 2016;

Vellemans y André, 2021).

Otros trabajos que emplearon el protocolo ABVD en pacientes con LH
han reportado un efecto similar para los demas autosomas vy
cromosomas sexuales (Tempest et al.,, 2008), donde también se
observoé un incremento de las aneuploidias (disomias y nulisomias) seis
meses después de recibir tratamiento. De igual forma, en 2016,
Martinez y colaboradores, reportaron que puede encontrarse un
aumento de las aneuploidias para los cromosomas 18, Xy Y apenas 3

meses después, cuando ABVD es combinado con radioterapia, este
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estudio ademas reportd alteraciones de volumen y pH, en las muestras

seminales de los pacientes expuestos.

Los trabajos con FISH sobre aneuploidias en espermatozoides
humanos varian ampliamente segun en nimero de sondas empleadas
en el ensayo, asi como, las regiones cromosémicas que se desean
identificar. Las estimaciones sobre la incidencia de las aneuploidias
espermaticas entre la poblacion se encontraria en el rango del 1% al
3%, no obstante, actualmente existe discusion sobre las implicaciones
gue tendrian estas cifras en el numero de nacimientos con
anormalidades o abortos espontaneos (Wyrobek et al., 2000; Templado

et al., 2011; Nagaoka et al., 2012).

Algunos estudios (Van Hummelen et al.,, 1996; Frias et al., 2020)
reportan que, en personas sanas, la frecuencia de disomias del
cromosoma lesde 1.7 (x 2.2) yde 1.9 (x 2.2) para el cromosoma 8 por
cada 10* espermatozoides. En contraste con la literatura, en nuestro
estudio las disomias de los cromosomas 1 y 8 del grupo control
mostraron respectivamente mayores frecuencias: 2.5 (x 1.7) y 5.7 (£
2.4) espermatozoides por cada 5000 evaluados, es decir, el 0.05y 0.12

%, mientras que en el grupo expuesto a ABVD, la disomia del
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cromosoma 1 fue de 6.0 (= 2.0) y para el cromosoma 8 de 3.7 (£1.5), es

decir, 0.12 y 0.07 %, respectivamente, Tabla 11.

Cabe mencionar que el cromosoma 8, histéricamente ha sido
relacionado a frecuencias bajas, ~0.03 % por cada 10* (Van Van
Hummelen et al., 1996; Downie et al., 1997; Templado et al. 2005). Sin
embargo, revisiones mas recientes reportan frecuencias mas elevadas,
esto al observar las aneuploidias espermaticas en dos grupos
diferentes: individuos normozoospérmicos y normozoospermicos con
fertilidad probada, donde se encontré6 que los participantes podian
presentar disomias del cromosoma 8 en una frecuencia del 0.17% al

0.23% (Gambera et al. 2011; Piomboni et al. 2014).

En una extensa revisién de diversos estudios sobre las aneuploidias
espermaticas en 18 cromosomas diferentes, Templado y colaboradores
(2005, 2011 y 2013) sefialan que, para hombres sanos, la frecuencia de
disomias del cromosoma 1 se encontraria entre 0.07-0.11%, y para el
cromosoma 8 en 0.02-0.14%, por cada 10* espermatozoides, valores

también proximos a los resultados encontrados.

Respecto a las nulisomias, nuestro estudio encontr6 que el grupo

control presenté una frecuencia de 0.15 % para el cromosoma 1,
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mientras que para el cromosoma 8 fue de 0.02 %, ambos en 5000
espermatozoides En el tratamiento con ABVD, nuestros pacientes con
LH presentaron una mayor frecuencia de nulisomias con respecto al
grupo control; para el cromosoma 1: 0.26% y para el cromosoma 8:
0.05%, en 5000 espermatozoides. La frecuencia del cromosoma 1 fue
distinta respecto a lo reportado por Van Hummelen y colaboradores
(1996), 0.004 % y Sloter y colaboradores (2000), 0.012 %, en 10*

espermatozoides.

Podria sugerirse que altas frecuencias de nulisomias pueden atribuirse
a una ineficiente hibridacion, no obstante, para evitar esto, las laminillas
deben presentar una hibridacion superior al 95 % para ser evaluadas,
también, al determinar una nulisomia, los espermatozoides
circundantes deben presentar la sefal ausente, demostrando que no es
una region sin hibridacion (Marchetti et al., 2008). En este sentido, si en
el espermatozoide una de las tres sondas emite una sefal adecuada (p.
ej. Cromosoma 8), la ausencia de las otras sefales puede ser

considerada como evidencia de nulisomia (Gambera et al., 2011).

En relacion a las ACE, nuestro estudio reporta que en el grupo control
la frecuencia deleciones y duplicaciones de la region 1p36 es de 5 (+

3.3) y 6.5 (x 2.4) espermatozoides por cada 5000, respectivamente. Por
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otra parte, en los sobrevivientes a ABVD, dichas aberraciones muestran
un aumento significativo (p<0.05): 9 (x5.3) en deleciones y 15 (£8.3) en
duplicaciones. Sloter y colaboradores (2000) reconocen frecuencias
basales: entre 4.5 (£ 0.5) para las duplicaciones y 4.1 (= 1.3) para las
deleciones, ambas en ~10* espermatozoides. Aunque otros trabajos
(Van Hummelen et al., 1996; Frias et al., 2020) registran valores aun
mas bajos en hombres sanos: 3.2 (x 1.9) en duplicaciones y 2.9 (£ 3.6)
para deleciones. En contraste, a pesar de las diferencias entre
frecuencias, nuestros valores promedio conservan la tendencia
mostrada por estos autores: las duplicaciones de la region 1p36 son
mas frecuentes que las deleciones de la misma region. Aunque la
muestra expuesta NL-190, mostré6 mas deleciones que duplicaciones,
también fue la que menos ACE presentd. La heterogeneidad entre
donadores ha sido ampliamente discutida en este tipo de
investigaciones, bajo la principal recomendacion de estudiar un elevado
namero tanto de espermatozoides como individuos a fin de disminuir la
posibilidad de un caso atipico severo entre las anormalidades
evaluadas. Esto podria contarse como una de las principales
limitaciones de nuestro trabajo, ademas de la falta valores seminales

previos al tratamiento con ABVD, que nos permitirian observar la
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evolucién de los parametros en el tiempo. Una limitacion técnica de
FISH-AM8 es que no permite observar regiones cromosomicas
invertidas o translocadas (con cambios en la ubicacién) y dado que la
totalidad del material de ADN esta presente, las reorganizaciones
cromosomicas equilibradas pueden pasar desapercibidas (Genetic

Alliance, 2009).

En general, a través de los diferentes estudios que se han realizado
sobre aneuploidias en espermatozoides existe gran variabilidad en las
frecuencias estimadas, las cuales pueden moverse en un rango que va
del 0.01 al 0.38 % (Downie et al., 1997; Templado et al., 2005). Ademas,
son relativamente pocos los articulos que contrastan sus resultados con
otras investigaciones. Segun Templado y colaboradores (2005), las
diferencias entre las sondas empleadas, puede ser una de las razones
por las que la discusion de las frecuencias entre estudios encuentra

poca regularidad.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados de calidad seminal obtenidos por esta investigacion
muestran que no existe efecto citotéxico en los sobrevivientes al LH

expuestos al esquema quimioterapeutico con ABVD.

La recuperacion de la cuenta espermatica refleja la conservacion del
potencial de diferenciacién y proliferacion de la linea celular germinal

tras un promedio de 13.5 (+ 3.5) meses de exposicion a ABVD

Los parametros de viabilidad y morfologia entre los pacientes
sobrevivientes al linfoma de Hodgkin fueron aceptables dentro de los

pardmetros OMS 2010, aunque no asi para OMS 1999.

El volumen seminal de los pacientes expuestos a quimioterapéuticos
fue mas bajo que en el grupo control, sin embargo, dicha diferencia no

fue significativa; al igual que los valores de morfologia y viabilidad.

Por medio del ensayo FISH-multicolor AM8 se encontré que las ACN
fueron mas frecuentes que las ACE, aunque ambas fueron
significativamente mayores a las encontradas en el grupo control,
estableciendo asi que el régimen ABVD puede provocar dafo
genotoxico que puede persistir hasta 13.5 meses después de la

exposicion.
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En varones sobrevivientes a quimioterapéuticos, el analisis de las
aberraciones cromosomicas espermaticas cobra una importancia
fundamental. Sobre todo para la comprension de los efectos que estas
pueden tener sobre la reproduccion humana: aumento de riesgo de la
pérdida del embarazo o incremento del riesgo de transmitir una

enfermedad de caracter genético en la descendencia.

9. Perspectivas

e Un estudio sobre la actividad hormonal LH o FSH en los pacientes
con LH podria complementar la informacion arrojada por las
espermatobioscopias. Ademas, podria aportar en la discusion
sobre el origen y desarrollo de la inestabilidad cromosémica

provocada por ABVD.

e En un futuro, aumentar el nUmero de muestras, y por lo tanto el
namero de células espermaticas evaluadas, podria afinar la
precision en la estimacion de las frecuencias de aberraciones
cromosomicas observadas en los pacientes expuestos a ABVD

con LH.
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