UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS

DETECCION DE ANEUPLOIDIAS EN ESPERMATOZOIDES
DE PACIENTES CON ENFERMEDAD DE HODGKIN
TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

PRESENTA

SILVIA ROSALIA SANCHEZ SANDOVAL

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. SARA FRIAS VAZQUEZ

MEXICO, D.F. JUNIO, 2006.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue financiado por el Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia;
CONACYT 32557-M.

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Citogenética
del Departamento de Investigacion en Genética Humana

del Instituto Nacional de Pediatria, SS.

Comité Tutoral:
Dra. Sara Frias Vazquez
Dr. Mario A. Altamirano Lozano

Dr. J. Miguel Betancourt Rule



AGRADECIMIENTOS

Isaac y Paco, mi pequefia gran familia. Gracias por donarme gran parte de su

tiempo para lograr la realizacion de este trabajo. Los amo.

Ma: Por ti llegué hasta donde estoy. Pa: Eres un gran motor en mi vida.

Al laboratorio de Citogenética. Gracias por todos estos afos de ensehanzas que

han logrado que la genética sea ya una parte fundamental en mi vida.

Gracias a la Clinica de sobrevivientes Oncologicos del INP, por su invaluable

colaboracion.



iNDICE

1.
1.1
1.2
1.3

2.

2.1

2.2

2.3

3.

4.

5.

51

52

5.3

54

6

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

7.

7.1

7.2

7.3

7.4

8.

9.
Anexo 1.
Anexo 2.
Anexo 3.
Anexo 4.
Anexo 5.

Pagina
RESUMEN . e e e e e e enes [l
ADSITACT ... e \%
ANTECEDENTES ... e 1
Enfermedad de Hodgkin. Generalidades .............ccccovvvvvviiiieieeeeeeeeiinns 1
QI = L= T 1 1= (P PURERRR 6
Consecuencias secundarias al tratamiento
paraEH ......... P PP PP PP 15
JUSTIFICACION ...eiiiiiiiiiiiieieieeiieeeeeeeeesnseeseeessessenansssnnsnnnnnnnnsnnnnnnneeeeeans 24
ANIVEICHINICO e 24
A nivel de genética toXiColOGICa ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeaee 24
A NIVEl reProdUCTIVO ....ueeiiiiici et e e e eeaeees 25
OBUJETIVOS ...ttt e e enne e 26
HIPOTESIS ...ttt 26
MATERIAL Y METODOS ..ot 27
Poblacion de eStUdio .........oovuiiiiiiiiii e 27
Analisis de calidad de SEMEN .......ccooiii i 29
Hibridacion in situ con fluorescencia multicolor ............ccccooeiiiiiiiiiiiinnn. 34
EStadistiCa ....ccceeeeeeeeee e 40
RESULTADOS ..ottt seeeseeeeeeeees 41
Antecedentes PErsONAlES ...........uuiiii e iiiiiiiii e 41
Tratamientos y edad de aplicacion ... 46
Calidad de SEMEN ......coiiii e 49
Aneuploidias en espermatozoides ..............uueiiiiiiieiiiiiic e 55
Clonas de células aneuploides ...........cccooeuuiieiiiiiiiee e, 76
DISCUSION ...ttt 77
Antecedentes PErsONAlES ..........uuuiiii it 77
Calidad de SEMEN ......coiiii e 79
Aneuploidias en espermatozoides ............couuiiiiiiii i 87
Extrapolaciéon a genoma haploide ..........cccooooviiiiiiiiiiiiei e, 96
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS ..., 99
REFERENCIAS ... 102
Carta de consentimiento iInformado. ..., 109
Cuestionario de TAMIZAJE .....uuuiiii e 110
Cuestionario PriNCIPal ........uuueeiii e 113
Y0 ] 0 Tod o] =2 118

Hoja de captacion de datos
CYLtOSCOre, LLINL ..o 119



Palabras Clave: Enfermedad de Hodgkin, Aneuploidias, hibridacion in situ con
fluorescencia, calidad de semen, genotoxicidad.



RESUMEN

Antecedentes. La enfermedad o linfoma de Hodgkin (EH) es una neoplasia

maligna que afecta el sistema linfoide, presenta un pico de incidencia entre
jovenes de 20 a 25 afos. En nuestro pais este linfoma ocupa el tercer lugar en
poblacién pediatrica.

El tratamiento para EH permite una sobrevida libre de enfermedad mayor al 85%,
incluye agentes téxicos asi como aneuploidogenos que no solo atacan a las
células neoplasicas sino que también causan dafo a células sanas y producen en
ellas dafo citotdxico y genotoxico letal y no letal. Muchos de los sobrevivientes a
este tipo de cancer son jovenes en edad reproductiva, con un epitelio germinal
gue ha sido expuesto al efecto deletéreo de estos agentes.

En pacientes adultos con EH tratados con MOPP se encontré un incremento
significativo en la frecuencia de hiperhaploidias 20 afos después de haber
concluido el tratamiento, sin embargo, a nivel mundial no hay trabajos que
estudien el efecto de estas terapias cuando recibieron el tratamiento antes de la
pubertad. En México hasta ahora no se habian realizado trabajos que evaluen el
efecto que tienen estos tratamientos en la poblacién, ni las consecuencias que
puedan tener estos pacientes a nivel reproductivo.

Objetivos. Se evaluo la calidad del semen de sobrevivientes a EH tratados con
quimioterapia MOPP, se determiné la frecuencia de aberraciones cromosémicas
numericas en sus espermatozoides y se comparo si el tratamiento antineoplasico
aplicado antes o después de la pubertad tiene consecuencias citotdxicas y
genotoxicas diferentes.

Metodologia. La calidad de semen se evalué6 mediante espermatobioscopia
directa en 10 individuos sanos y 25 pacientes EH: 19 tratados antes y 6 tratados
después de la pubertad, con quimioterapia MOPP sola o en combinacion con
alguna otra mezcla de agentes y con ¢ sin radioterapia. Se determind la
frecuencia de aneuploidias para los cromosomas X, Y, 18 y 21 con la técnica de
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH). Se analizaron 10,000

espermatozoides por individuo.



Resultados. La calidad de semen de los pacientes EH, se encontrd
significativamente afectada sin importar la edad a la que recibieron el tratamiento.
12 de 19 pacientes tratados en edad prepuberal (63%) fueron azoospérmicos, 5
fueron oligospérmicos severos y 2 tuvieron cuentas espermaticas normales. En el
grupo tratado después de la pubertad 2 fueron azoospérmicos, 2 oligospérmicos y
2 normospérmicos. El 88% de los pacientes incluidos en este estudio tuvieron por
lo menos dos parametros de la espermatobioscopia fuera de los rangos normales.
Las aneuploidias se detectaron en aquellos pacientes con espermatozoides: 6
individuos tratados antes de la pubertad y 4 tratados después de la pubertad. Los
pacientes tratados antes de la pubertad, no mostraron frecuencias de aneuploidias
diferentes con respecto a los sujetos testigo; pero los pacientes EH tratados
después de la pubertad presentaron mayor frecuencia de disomia XY con
respecto a los sanos (sanos 4 vs 11 pospubertad) y tuvieron una frecuencia de
alteraciones cromosomicas complejas significativamente elevada con respecto a
los otros dos grupos (sanos y antes de la pubertad =1 vs 4 pospubertad p<0.05).
Se identificaron clonas celulares anormales en uno de 6 pacientes tratados antes
de la pubertad y tres de cuatro tratados después de la pubertad, tuvieron clonas
con disomia XY y uno de ellos aparte de esta clona presenté una segunda con
disomia 21.

Discusién. La quimioterapia MOPP produce dafo severo en la espermatogénesis
de los pacientes expuestos 2 a 20 afos antes, con densidad, movilidad y
morfologia espermatica alteradas sin importar si recibieron o no radioterapia o si el
tratamiento lo recibieron cuando su epitelio germinal estaba en division activa
(post-pubertad) o no (pre- pubertad). En ambos grupos de pacientes el hecho de
haber recibido la quimioterapia sola o en combinacion con radioterapia no se vio
reflejado en la frecuencia de alteraciones cromosomicas. En los pacientes tratados
después de la pubertad se encontraron alteraciones cromosdmicas complejas
incrementadas y 3 de 4 individuos presentaron clonas con aneuploidias, sin
embargo, es dificil determinar si las alteraciones cromosomicas son una
consecuencia directa de la quimioterapia sobre el epitelio germinal en divisiéon

activa, debido a que: a) no es posible determinar si las células con mayor dafio



cromosomico murieron y una baja o nula cuenta espermatica y b) es necesario
analizar un mayor numero de pacientes atendidos en edad adulta. Cabe sefalar al
respecto que en un estudio realizado por Van Hummelen y colaboradores en 1998
con pacientes adultos, se encontré que aun 23 anos después de terminado el
tratamiento 3 de cuatro individuos presentaron alteraciones cromosomicas en sus
espermatozoides, lo cual apoya nuestros resultados.

Conclusiones. Con este trabajo se puede concluir que la quimioterapia MOPP

produce citotoxicidad la cual se expresa como una disfuncion gonadal severa la
cual no se modifica si el tratamiento lo reciben antes o después de la pubertad. En
cuanto a la genotoxicidad, el esquema MOPP genera en los pacientes tratados
después de la pubertad dafo genético expresado como la generacion de clonas
celulares anormales. En ambos grupos no se descarta la posibilidad de que exista
dafio cromosémico estructural y este tipo de dano genético sea el que provoque la

disfuncién gonadal.



1. ANTECEDENTES

1.1 ENFERMEDAD DE HODGKIN. Generalidades.

En 1832 Thomas Hodgkin describié clinica y patolégicamente la enfermedad de
Hodgkin (EH) la cual se consideraba como un proceso inflamatorio inespecifico de
los 6rganos linfaticos (1). Actualmente la EH se considera como una neoplasia
maligna que afecta al sistema linfoide y representa aproximadamente el 30- 40%

de todos los linfomas malignos (2, 3, 4).

Segun el Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos, la incidencia de la
EH es de 2.8 por cada 100,000 individuos por afo. La incidencia es mayor entre
hombres que entre mujeres y se presenta mas en individuos de raza blanca que
en negros. Existe una distribucion epidemioldgica bimodal caracteristica de
paises desarrollados: pocos casos ocurren en la infancia, hay un rapido
incremento en la incidencia en los adolescentes cuyo pico mayor es alrededor de
los 20 afos y luego una disminucion con una meseta entre los 40 y 60 afos
después de la cual hay un segundo incremento hasta mostrar un segundo pico

alrededor de los 70 afos de edad (5, 6, 7, 8, 9).

A nivel mundial, la EH constituye el tercer cancer mas comun en edad pediatrica.
En México, en el Instituto Nacional de Pediatria, ocupa el tercer lugar dentro del

grupo de las neoplasias malignas, antecedida por leucemias y tumores solidos del



sistema nervioso central, y cuya media en poblacion infantil es de alrededor de los

8 afos de edad (4, 10, 11).

1.1.1 Clasificacion.

A nivel celular, en 1898 Sternberg y en 1902 Reed realizaron la descripcion
histologica del linfoma de Hodgkin con la definicion de una célula especifica de
este padecimiento: la célula de Reed-Sternberg (RS) (1). Estas junto con un
entorno de leucocitos reactivos y en algunos casos fibrosis, son caracteristicas y
diagnosticas de la enfermedad. Las células RS son células malignas gigantes (15-
45um) con citoplasma abundante, pueden ser multinucleadas o bien presentar un
solo nucleo multilobulado, la membrana nuclear se tifie intensamente, alrededor
del nucleo se observa una zona clara que simula un halo y poseen nucleolos
prominentes; estas ceélulas constituyen una pequefa proporcion (2%) de las que
se encuentran en el tejido afectado, lo que las hace dificiles de estudiar (2, 5, 9).
Ademas existen variantes celulares que conservan la misma apariencia nuclear y
nucleolar: unas son mononucleares regularmente llamadas células de Hodgkin y
variantes de éstas denominadas lacunares, las cuales son tipicas de la

enfermedad con esclerosis nodular (5).

A nivel histopatologico, el linfoma Hodgkin clasico se clasifica en cuatro diferentes
tipos celulares:

e Esclerosis nodular. Se encuentran principalmente células anormales y RS en

su variante lacunar.



e Celularidad mixta. Se encuentran células RS y sus variantes. El nédulo linfatico

se encuentra difusamente borrado, se puede encontrar fibrosis fina e

intersticial.

e Predominancia linfocitica. La arquitectura del nddulo linfatico esta destruida y

es necesario realizar una busqueda exhaustiva de células RS para realizar el
diagnostico. No se encuentra fibrosis.

e Deplecion linfocitica. Se encuentran principalmente células anormales con

escasez de linfocitos. Es comun encontrar fibrosis y zonas de necrosis difusas.
Esta clasificacion es la propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (5, 9,

12, 13).

1.1.2 Diagnéstico.

Clinicamente del 60 al 90% de los pacientes inician con tumores grandes en el
cuello o en la region supraclavicular que generalmente son asintomaticos y que
frecuentemente se descubren por estudios radiolégicos de rutina o cuando su
tamano es considerable. La presentacion de masas inguinales o axilares de inicio
son muy raras, de hecho se considera como enfermedad sistémica; lo mismo
sucede con la infiltracion a bazo e higado lo cual es evidencia clara de

enfermedad avanzada.



Alrededor del 25% de los pacientes presentan algunos sintomas como fatiga,
fiebres intermitentes, pérdida de mas del 10% de su peso en un periodo menor a

seis meses, sudores nocturnos (diaforesis) y prurito (9, 10).

Para establecer el diagndstico es necesario hacer biopsia de él 6 los nddulos
linfaticos afectados para determinar su histopatologia. Las radiografias de toérax
son informativas acerca de cuanta es la afeccidon a nivel mediastinal; para tener un
diagndéstico completo, es conveniente realizar pruebas de funcion hepatica y renal,
asi como cobre sérico, velocidad de sedimentacion globular y fosfatasa alcalina
como indicadores directos e indirectos de actividad tumoral, asi como pruebas
basales de funcion tiroidea para determinar un posible dafno tiroideo posterior al
tratamiento. Al momento del diagndstico se pueden encontrar alteraciones
hematoldgicas como anemia y trombocitopenia. Todas estas pruebas muestran el
estado general del paciente y ayudan al establecimiento preciso del diagndstico (5,

10).

1.1.3 Estadificacion.

La presencia de diversos factores como la edad del paciente, la madurez fisica,
histologia, estadio de la enfermedad, tamafio de la masa tumoral y presencia o
ausencia de sintomas sistémicos pueden influir de manera directa al
establecimiento de wuna terapia Optima para tratar la EH. Todas estas

caracteristicas, permiten clasificar al individuo, indicando si esta en una fase de la



enfermedad favorable o desfavorable para poder iniciar la terapia, esto lleva a
tomar una decision, para asegurar mejores oportunidades de sobrevida libre de
enfermedad a largo plazo y procurar un bajo riesgo de toxicidad causada por los

agentes terapéuticos (2, 4, 7, 9, 14).

El sistema de estadificacién aplicado actualmente es el descrito en Ann Harbor al
inicio de la década de los 70’s, este sistema se realizé con la finalidad de evitar el
uso de laparotomias y esplenectomias como procedimientos para la estadificacion

(Tabla 1)(9, 10).

Tabla 1. Estadificaciéon de la enfermedad de Hodgkin.

Estadio Descripcion

| Involucro de una sola region-nédulo linfatico o estructura linfoide
| Dos o0 mas nodulos linfaticos afectados del mismo lado del diafragma
n Noédulos linfaticos afectados a ambos lados del diafragma
[1I-1: Con infiltracién en bazo y nédulos portales.
[11-2: Con nodulos para-aodrticos, iliacos o mesentéricos afectados.
\") Infiltracidn en sitios extralinfaticos o tejidos asociados, lo cual se designara con E
A Asintomatico
B Fiebre intermitente, sudores nocturnos, pérdida de peso.




1.2 Tratamiento.

Actualmente, los métodos terapéuticos utilizados para el tratamiento de EH,
pueden producir una sobrevida libre de enfermedad en un 85-100% de los
pacientes en estadio temprano o enfermedad localizada definida como IA o lIA'y
un 70-90% en individuos con EH en estadio avanzado o desfavorable 1B, 11l o IV

(15, 16, 17).

Las modalidades de tratamiento utilizadas para este linfoma se pueden dividir en
cuatro categorias: escision de la masa tumoral mediante cirugia, radiacién,

quimioterapia y modalidad combinada (radioterapia + quimioterapia).

1.2.1 Radioterapia.

Inicialmente, la radioterapia fue el tratamiento mas utilizado para el control de la
EH. Después se observé que era conveniente su uso como unico tratamiento sélo
para pacientes en estadios tempranos, con esto se logré en ellos un control a
largo plazo en un 80 a 85%. Posteriormente, la radiacion se combind con drogas
quimioterapéuticas, especialmente en pacientes en estadios tardios de la

enfermedad y con prondstico desfavorable (18).

Cuando la radioterapia es la unica modalidad de tratamiento, se requieren dosis
elevadas de 35 a 44Gy. En combinacion con quimioterapia, se utilizan dosis mas

bajas de radiacién: 20 - 30Gy (16, 18).



Campos de irradiacion:

1. Manto: Para pacientes con EH supra-diafragmatica.

2. Manto y para-aértico con o sin campo esplénico: Conocida también como
irradiacion linfoide o subtotal. Se aplica en nddulos linfaticos para-adrticos en
adicion al campo de manto.

3. Irradiacion total nodular o linfoide total: Incluye la mayor parte del tejido linfoide;
manto y para-aodrtico ademas del campo pélvico.

4. “Y” invertida: Usado en pacientes con EH infra-diafragmatica, que incluya

noédulos linfaticos para-aorticos y pélvicos (18).

1.2.2 Quimioterapia.

En la practica clinica la combinacion de regimenes quimioterapéuticos estandar
se selecciona basado en el tipo de tumor que se haya encontrado, su histologia y
la extensién de la enfermedad (19). Estos tratamientos pueden tener efectos
adversos a nivel reproductivo ya que algunos agentes pueden causar dafo

genético y/o citotoxicidad a nivel de las células germinales (20).

Para la EH la primera terapia sistémica efectiva fue el régimen MOPP
(Mecloretamina, Oncovin, Procarbazina y Prednisona). Esta combinacién en altas
dosis, produce una sobrevida libre de enfermedad en el 50% de los pacientes.
Para pacientes pediatricos, es importante tomar en cuenta los efectos tardios de

este tratamiento que son el incremento del riesgo de desarrollar leucemia



mieloide aguda e infertilidad. Del 80 al 90% de pacientes que recibieron seis
ciclos de MOPP, desarrollaron azoospermia definitiva o transitoria, la cual puede
persistir hasta 10 a 15 afos después del tratamiento y posteriormente se pueden
recuperar parcial o totalmente (16). Estos efectos colaterales pueden reducirse
sustituyendo el uso de agentes alquilantes como la mostaza nitrogenada

(Mecloretamina) por drogas como la ciclofosfamida.

La aparicion de tratamientos basados en el uso de antraciclinas como ABVD
(Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina, Dacarbazina) y OPPA (Oncovin,
Procarbazina, Prednisona, Adriamicina), redujo de manera importante los efectos
téxicos secundarios producidos por el uso de MOPP. Sin embargo, debido a las
secuelas cardiopulmonares que se atribuyen a la adriamicina y bleomicina, su uso
se limitd a pacientes con presentaciones clinicas favorables y con tratamientos
gue tuvieran menos ciclos de quimioterapia o se pudieran alternar con mezclas
con agentes alquilantes como MOPP, COPP (Ciclofosfamida, Oncovin,
Procarbazina, Prednisona) o ChIVPP (Clorambucil, Oncovin, Procarbazina,
Prednisona), en pacientes con EH en estadios avanzados y prondstico

desfavorable (16).

1.2.3 Modalidad combinada.

El prototipo de quimioterapia combinada es MOPP/ABVD mas radioterapia. Esta
modalidad, ha probado ser muy efectiva en pacientes pediatricos, ya que permite

reducir el campo de irradiacién y la dosis, asi como utilizar menos ciclos de



quimioterapia (<6) y se observd que con esto se disminuia la aparicion de

secuelas a consecuencia de la terapia (8, 9, 16).

La quimioterapia se administra a intervalos semanales o mensuales, intercalando
agentes por un periodo de 3 a 5 meses. Para estadios favorables de la
enfermedad se recomienda el uso de terapia reducida de agentes quimicos: solo
4 ciclos de ABVD 6 dos de MOPP mas dos de ABVD mas 20Gy de radioterapia en
campos comprometidos. Cuando la presentacion de la enfermedad es no
favorable se recomienda administrar seis ciclos de terapia combinada
MOPP/ABVD con aplicacion de dosis bajas y localizadas de radioterapia (de 15 a
25 Gy). De manera frecuente, la aplicacion de radioterapia después de la

quimioterapia tiene la finalidad de reducir el riesgo de recaidas (9, 16, 17, 18).

1.2.4 Agentes quimioterapéuticos usados en el tratamiento de la EH.

1.2.4.1 Agentes Alquilantes.

Estos compuestos son un importante grupo de drogas anticancer con un amplio
rango de actividad clinica. Ejercen su efecto citotoxico al formar un enlace
covalente mediante un grupo alquilo con importantes moléculas celulares. Estos
agentes pueden producir dafio a las moléculas de DNA o bien inhiben su sintesis.
Existen agentes alquilantes monofuncionales y bifuncionales; los primeros, tienen
s6lo un grupo alquilo para donar; entre éstos estan la procarbazina y la
dacarbazina, los cuales tienen actividad antitumoral sin causar enlaces cruzados

en el DNA. Los segundos, como la mitomicina C (MMC) y el cisplatino, son



bifuncionales, tienen dos grupos alquilos, el dafo producido es principalmente
interhebra e intrahebra de DNA, ademas producen enlaces cruzados DNA-

proteina (21).

Existen dos mecanismos diferentes de captacion celular: uno que es dependiente
de un acarreador, lo utilizan principalmente las drogas solubles en agua como la
mecloretamina, el cis-platino y el melfalan. Este grupo es mas citotoxico para
células en ciclo celular activo. EI segundo mecanismo son aquellas drogas
liposolubles como la procarbazina y las nitrosureas, éstas entran a la célula por
difusién pasiva por lo tanto son independientes de acarreadores; éstas drogas son

igualmente toxicas para células en ciclo celular activo o en reposo (19).

1.2.4.2 Antibi6ticos antitumorales.

Estas son sustancias que originalmente se aislan de microorganismos como
Streptomyces, en esta clase se incluyen las antraciclinas, la dactinomicina y la
bleomicina. Estos antibidticos se unen al DNA insertandose en la doble hélice
entre pares de bases; es entonces cuando ejercen su efecto citotéxico ya que
interfieren en la replicaciéon y la transcripcion del DNA, actuan basicamente
impidiendo la actividad de las RNA y DNA polimerasas asi como de las

topoisomerasas (19).

1.2.4.3 Aneuploidogenos.
Estos agentes son principalmente alcaloides derivados de la planta Vinca. Actuan

como inhibidores mitéticos, su efecto lo ejercen al unirse a la tubulina, que es una



proteina dimérica que se polimeriza para formar los microtubulos. Esto resulta en
una disrupcion de muchas de las funciones vitales de las células como son la
mitosis, el mantenimiento de la estructura celular, asi como el movimiento y
transporte de solutos. El principal efecto citotoxico de estas sustancias se

relaciona con la inhibicion de la formacion del huso mitético (19).

1.2.5 Esquema MOPP/ABVD

MOPP

Mecloretamina (Mostaza Nitrogenada):

Pertenece al grupo de agentes alquilantes bifuncionales; es una droga quimica
que provoca dafio al DNA e inhibe la sintesis del mismo. Este tipo de agente,
produce especificamente mutaciones en estadios post-meidticos como en
espermatides y en espermatocitos (20). Fue el primer tipo de agente alquilante

utilizado para el tratamiento de cancer.

Oncovin (Sulfato de Vincristina):

Es un alcaloide que interfiere con la polimerizacion de los microtubulos o altera su
estructura lo que provoca un bloqueo en la formacion del huso mitético, por lo que
arresta las células en metafase, muchas de ellas mueren y en aquellas que
sobreviven se puede generar alteraciones cromosémicas numericas. En
espermatogonias, inhibe la incorporacién de timidina al DNA, asi como la de

uridina para la sintesis de RNA y bloquea la formacion de fosfolipidos (19, 20, 22).

Procarbazina:



Es un agente alquilante que originalmente se sintetiz6 como un inhibidor de la
monoamina oxidasa, pero posteriormente en animales, se le encontraron
propiedades antitumorales. Es una prodroga que requiere de activacion
metabdlica in vivo para expresar su actividad antineoplasica. Este compuesto
inhibe la sintesis de proteinas, DNA y RNA. Es el tercer agente anticancer (el
primero es melfalan, el segundo la mitomicina C) que se ha demostrado, en raton,
que produce mutaciones en células madre del linaje espermatico
(espermatogonias) asi como en espermatozoides. Ademas induce mutaciones
dominantes letales en espermatides y en espermatocitos lo cual provoca

azoospermia temporal o definitiva (19, 20).

Prednisona:

Aunque no se considera como una droga anticancerigena, tiene un papel
importante en el tratamiento de EH. Es un corticoesteroide sintético
antiinflamatorio con menos actividad que el cortisol; tiene accion sobre la
formacion y distribucidn linfocitica, desde la circulacién sanguinea hasta el tejido
linfoide. Antagoniza fisiolégicamente los procesos estimulados por las hormonas
gue son necesarios para la proliferaciéon celular. No se han reportado efectos

mutagénicos y/o carcinogénicos de esta sustancia (19, 23).

Ciclofosfamida:
En la combinacion COPP, se usa en lugar de la Mecloretamina. Es un agente
alquilante que produce dafo al DNA y requiere de activacion metabdlica. En

espermatocitos causa disfuncion del complejo sinaptonémico. Afecta las



secuencias de DNA centromérico, produce figuras aberrantes en diacinesis de

Meiosis | y micronucleos en espermatides (20).

ABVD

Adriamicina (Doxorubicina):

Es una antraciclina que se utiliza ampliamente como antibidtico anti-tumoral. Es un
inhibidor de la topoisomerasa Il que produce rupturas de cadena sencilla y doble.
Se le relaciona con ciertos efectos secundarios como problemas cardiacos y
efectos mutagénicos. En ratones, es claramente citotoxico en estados tempranos

meioticos y en todos los espermatogonicos (19, 20, 24).

Bleomicina:

Es el unico antibidtico que es una mezcla de glicopéptidos de bajo peso molecular.
Es un radiomimético es decir, tiene la misma capacidad de danar al DNA que la
radiacién ionizante, al unirse al DNA produce rupturas como resultado de la
formaciéon de un complejo de radicales libres, y sin necesidad de que haya sintesis
de DNA. Se ha observado que la interaccion de esta droga con la vincristina,
incrementa el riesgo de toxicidad pulmonar y es posible desarrollar fibrosis
pulmonar. Es altamente mutagénica en células germinales femeninas y menos en

masculinas (19, 20, 25).

Vinblastina (Sulfato de):



Al igual que la vincristina, es un alcaloide inhibidor del ensamblaje del huso
mitdtico que se une directamente a la tubulina. Su actividad citotoxica puede
observarse en todas las fases del ciclo celular. Estos alcaloides incrementan la
tasa de sintesis a AMPc y reducen la formacion de la DNA polimerasa, con lo cual
se alteran muchos de los procesos fisiologicos de las células. En ratones tratados
con este agente se observdé que hay una mala segregacion cromosomica en
metafase | por lo que en espermatocitos evaluados en metafase Il se encontraron

hiperhaploidias (19, 20).

Dacarbazina:

Agente alquilante desarrollado como un inhibidor de la biosintesis de purinas. A
pesar de que se observan efectos toxicos secundarios graves con su uso, aun no
se conoce su potencial teratogénico y carcinogénico (19, 26).

En el Instituto Nacional de Pediatria en ocasiones se sustituye la dacarbazina por

prednisona.



1.3 Consecuencias secundarias al tratamiento para EH.

Muchos investigadores piensan que la modalidad de terapia antineoplasica
combinada es el tratamiento 6ptimo para el linfoma de Hodgkin, ya que los
protocolos probados han tenido excelentes resultados y han disminuido la
incidencia de secuelas secundarias al tratamiento, ya que se aplican bajas dosis y
menores volumenes de areas irradiadas, asi como pocos ciclos de QT menos
téxica. Estos tratamientos antineoplasicos han demostrado ser muy exitosos ya
que resultan en una sobrevida a largo plazo libre de enfermedad que va del 85
hasta el 100% de los pacientes (7, 9, 16, 27). Sin embargo, existe el riesgo
potencial de que los pacientes ya curados presenten efectos secundarios a largo
plazo como consecuencia de éstos tratamientos. Estos efectos dependen del
régimen terapéutico, numero de ciclos aplicados, asi como dosis total y campo
irradiado (28, 17). Entre los efectos secundarios se incluyen toxicidad
hematoldgica, infertilidad, desarrollo de enfermedades cardiacas, disfuncién

tiroidea y cancer secundario.

1.3.1 Efectos secundarios a nivel somatico.

Las dos causas mas frecuentes de muerte en pacientes EH en remisién son el
cancer secundario, principalmente de pulmén, y enfermedades cardiacas (9, 17,
27). Las neoplasias secundarias mas comunes son: Tumores solidos (58%),

leucemia aguda (25%) y linfoma no-Hodgkin (17%) (29, 30).



Los tumores solidos son la mayor causa de mortalidad después del tratamiento
con radioterapia y tienen una latencia de aproximadamente 10 afios; algunos de
estos tumores se desarrollan en los alrededores o dentro del campo irradiado. Los
principales tumores son: mama, pulmon, piel, tiroides, tracto gastrointestinal y

tejido conectivo (17, 18, 28).

La alta incidencia de leucemia aguda no linfoblastica y sindrome mielodisplasico
(2-6%), se atribuye al uso de quimioterapia con agentes alquilantes e inhibidores
de la topoisomerasa Il (8, 9, 17, 28, 29, 31, 32, 33). Hay algunos reportes en
donde se menciona que la esplenectomia en estos pacientes, antes del
tratamiento con agentes alquilantes, incrementa también el riesgo de desarrollar
leucemia (17, 31). La aparicion de este tipo de leucemia, alcanza un pico de
incidencia entre los 3 y 10 afnos post-tratamiento (31, 34). Es importante
mencionar que este tipo de leucemias se asocia con anormalidades cromosdémicas

con una frecuente participacion de los cromosomas 5, 7y 17 (28).

El riesgo de desarrollar linfoma No-Hodgkin, se incrementa durante los 10
primeros afos hasta la segunda década después del tratamiento para EH (28). Se
ha reportado que la aparicion de este tipo de cancer no esta relacionada con algun

tipo especial de terapia (34).

Alrededor de un 30% de los pacientes tratados con radiacion de manto,
desarrollan anormalidades de la tiroides, principalmente hipotiroidismo, nédulos en

tiroides y en menos proporcién cancer de tiroides (8, 17, 18). Los efectos



cardiacos se observan después del uso de radioterapia a dosis altas (>40Gy) o de
quimioterapia con antraciclinas; se ha observado que estos efectos disminuyen
con la terapia combinada, donde se reduce la dosis de estos antibiéticos a

aproximadamente la mitad de lo que se aplicaria como tratamiento unico (28).

La funcién pulmonar también se puede ver afectada por el uso de drogas como la
bleomicina y también con la radioterapia de manto (17). En un estudio que se llevo
a cabo en 78 pacientes con EH tratados con ABVD y RT encontraron que el 4% de
los pacientes tuvieron sintomas respiratorios adversos, el 23% desarroll6 toxicidad
pulmonar, la cual requirié de una reduccién de la dosis de bleomicina; tres de los
78 desarrollaron cancer secundario (dos de pulmén y uno de mama) a los 34, 36 y
48 meses después de terminar el tratamiento (27). Este mismo grupo de
investigadores, demostraron que el riesgo de desarrollar leucemia es
significativamente mayor en pacientes tratados con agentes alquilantes y
procarbazina (régimen MOPP) combinada con RT que en individuos tratados solo

con QT (31).

Por otro lado, Longo y colaboradores (35) analizaron una serie de 80 pacientes
con EH a quienes se les administré6 ABVD alternado con MOPP combinado a su
vez con RT; ellos encontraron una tasa de sobrevida libre de enfermedad a 15
anos del 78%; 21% de los pacientes presentaron recaidas 2-8 meses después de
haber concluido la terapia; 19 sujetos de esta serie murieron por diferentes

causas: ocho no alcanzaron la remision y murieron por EH, nueve por recaida, uno



en segunda recaida desarroll6 cancer secundario (leucemia) y uno por neumonitis

producida por el tratamiento (35).

Estos y otros estudios mas han despertado la necesidad de considerar
cuidadosamente la seleccion de la terapia antineoplasica a aplicar para éste y
otros tipos de cancer; ademas de realizar seguimientos a largo plazo para lograr la

deteccidén de segundas neoplasias o mas tempranamente posible.

1.3.2 Efectos secundarios a nivel germinal.

Como ya se ha visto, los pacientes con EH generalmente son jévenes, la mayoria
de ellos se encuentran en edad reproductiva o bien en la infancia; los tratamientos
que se les suministran tienen efectos severos en el tejido testicular y mas aun en

el epitelio germinal lo cual afecta su potencial reproductivo (36).

Por otra parte, la terapia anticancer afecta de manera importante el eje
reproductivo hipotalamo-pituitaria-génada, las consecuencias pueden observarse
de manera inmediata 0 a largo plazo y resultan en la alteracién de la funcién
gonadal, la que incluye dafio en las células de Leydig que afecta sus funciones y
produce un desequilibrio hormonal lo que a su vez altera la espermatogénesis

(37).



1.3.2.1 Espermatogeénesis.

Algunos pacientes quedan con azoospermia después del tratamiento
antineoplasico con agentes citotoxicos. Para que estos pacientes recuperen la
espermatogénesis pueden pasar desde pocas semanas hasta inclusive varios

anos y no se puede predecir cuando llegara esta recuperacion (36).

Da Cunhay colaboradores (37) observaron en pacientes a los que se les aplicaron
menos de 3 ciclos de MOPP, que éstos recuperaban con mayor facilidad sus
cuentas espermaticas a niveles normales, en comparacion con aquellos cuya
exposicion fue de 5 ciclos o mas, en los que la recuperacion fue practicamente
nula (37). Sin embargo, debido a la diversidad de los tratamientos aplicados, ha
sido dificil encontrar cuales son los factores primordiales que afectan a la
produccion espermatica y la calidad del semen: numero de ciclos/dosis aplicada,
estadio de la enfermedad, edad al recibir la terapia, presencia/ausencia de
sintomas, etc.(38, 39). Algunos estudios indican que del 87% de los individuos
gue son azoospérmicos como consecuencia al tratamiento para EH, solo
alrededor del 20 al 40% recuperan la espermatogénesis y se ha visto que dicha
recuperacion puede darse dentro de los cinco afios posteriores al término de la

terapia (38, 40, 41).

Es importante conocer las secuelas que pueden producir estos tratamientos con la
finalidad de buscar mejores opciones para los pacientes tratados con ellos; se ha
descrito que la combinacién ABVD (que no incluye procarbazina) es mucho menos

citotoxica a nivel germinal en comparacibn con MOPP ya que produce



oligospermia so6lo en el 54% de los individuos tratados y no se ha asociado con

disfuncién gonadal permanente (42, 43).

1.3.2.2 Alteraciones cromosémicas en células germinales.

Las anormalidades cromosdmicas contribuyen de manera importante a las fallas
reproductivas en humano. Aproximadamente el 20% de los embarazos terminan
en abortos espontaneos y de estos alrededor del 50% tienen anormalidades
cromosémicas. Poco se conocia acerca de la contribucion paterna en estas
anormalidades (44, 45, 46); sin embargo actualmente se sabe que mas del 80%
de las anormalidades cromosémicas son eventos de novo que se originaron a
partir de la linea germinal paterna. Las trisomias constitutivas de los autosomas
13, 18 y 21 generalmente son de contribucibn materna; mientras que las
aneuploidias de los sexocromosomas en su mayoria son de contribucion paterna,
al igual que las mutaciones puntuales y rearreglos estructurales ya que éstos se

producen principalmente durante la espermatogénesis (45).

En estudios realizados en diferentes modelos animales se ha demostrado que
tanto la radiacion como los agentes quimioterapeuticos producen dafio quimico al
DNA o interfieren en los procesos metabdlicos e inducen mutaciones y rearreglos
cromosomicos en las células somaticas y germinales de los individuos sometidos
a estos tratamientos (20, 47). En roedores se ha demostrado la contribucion
paterna de alteraciones cromosomicas a la descendencia: cuando se exponen

ratones machos a mutagenos germinales y posteriormente se cruzan con hembras



no expuestas, los resultados son muerte embrionaria, translocaciones

cromosomicas heredables, malformaciones y cancer en la descendencia (45, 48).

Las aneuploidias cromosomicas son una forma de genotoxicidad que pueden
provocar abortos o defectos al nacimiento. Alrededor del 30 al 50% de los abortos
en humano son provocados por aneuploidias y aproximadamente el 0.6% de los

nacidos vivos tienen anormalidades cromosomicas constitutivas (45, 47).

Al estudiar cepas de ratones cromosomicamente alterados con translocaciones
reciprocas o robertsonianas y su transmisién por medio de la linea germinal
masculina, se ha logrado establecer que existen frecuencias de aneuploidias
similares en espermatocitos y en embriones pre-implantacion, lo que demuestra
gue un espermatozoide aneuploide es igualmente efectivo para llevar a cabo la

fertilizacion que uno cromosémicamente normal (45, 46, 49).

Son pocos los estudios realizados en humano para conocer las frecuencias de
alteraciones cromosémicas en células germinales, Brandiff en 1984 evalué
mediante la técnica de fecundacion inter-especifica de espermatozoides de
humano con ovocitos de hamster (44); con esta técnica diez afos después
analizaron a 6 pacientes con EH para determinar los efectos genotoxicos de la QT
MOPP, encontraron al comparar con individuos sanos, un incremento significativo
en el porcentaje de aberraciones cromosémicas numeéricas y estructurales en

individuos tratados 3 a 20 afos antes, lo cual sugiere que este régimen es capaz



de causar anormalidades cromosomicas en las células madre germinales de

pacientes con EH (50).

La técnica del hamster produce informacion precisa en cuanto a dafio
cromosomico pero el analisis es extremadamente dificil, se revisa un bajo numero
de espermatozoides con trabajo intenso y solo se analizan complementos
cromosémicos de aquellos espermatozoides que son capaces de fecundar a un
ovocito de otra especie (51, 52). Recientemente se implementé para el estudio
cromosémico en espermatozoides la técnica de hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH) con sondas de DNA primero de un par de cromosomas Yy
posteriormente hasta tres cromosomas, para detectar aneuploidias. Este
procedimiento esta validado para la deteccion de alteraciones cromosdmicas
numericas e incluso estructurales por la técnica del hamster y se ha comprobado
gue con esta metodologia y controlando de manera muy estricta las condiciones
de la realizacion de la técnica y los criterios de analisis y evaluacion, se pueden
detectar eficientemente las aneuploidias y analizar un gran numero de gametos

por individuo (51, 53, 54, 55, 56).

Ambas técnicas han sido aplicadas en el estudio de espermatozoides de sujetos
gue han sido expuestos a diversos agentes antineoplasicos especificos para
diferentes tipos de cancer, con la finalidad de conocer sus efectos sobre las

células germinales de estos pacientes (50, 51, 52, 53, 54, 55, 57).



Robbins en 1997 (52) y Frias en 2003 (58) analizaron las frecuencias de
aneuploidias en células germinales de pacientes con EH antes, durante y después
del tratamiento con NOVP; el primero de ellos analizé las frecuencias para los
cromosomas X, Y y 8 en ocho individuos y el segundo analizé a los cromosomas
X, Y, 18 y 21. Ambos estudios encontraron elevada la frecuencia de
hiperhaploidias para los cromosomas X, Y, 8, 18 y 21 asi como un incremento
significativo de espermatozoides diploides en las muestras obtenidas de los
pacientes durante el tratamiento; este incremento fue transitorio y
aproximadamente 100 dias después de terminada la QT, las frecuencias

disminuyeron casi a los niveles de antes del tratamiento (52, 58).

Con estos datos, es importante considerar que la constitucion aneuploide de un
espermatozoide puede interferir en la maduracion del gameto o en la reduccion de

la produccion espermatica (59).

Como ya se ha demostrado en trabajos previos los esquemas de tratamiento para
EH NOVP y MOPP producen citotoxicidad y genotoxicidad en células sanas de
individuos tratados en edad adulta. En este trabajo queremos conocer si al aplicar
el tratamiento MOPP cuando el epitelio germinal esta en proliferacion activa
(después de la pubertad) se producen consecuencias citotoxicas y genotdxicas a
largo plazo diferentes que si se aplica cuando el epitelio germinal no esta aun en

divisién activa (antes de la pubertad).



2. JUSTIFICACION.

2.1 A nivel clinico:

La induccion de dafio genético letal para las células puede ocasionar diversas
enfermedades, por ejemplo en células sanguineas, una baja en la cuenta de
células (anemias, infecciones) y en células germinales oligospermia o
azoospermia transitoria o definitiva. Sin embargo, es de gran preocupacién el que
se genere dafio genético no letal para las células, ya que puede: a nivel somatico,
dar lugar a un incremento en el riesgo de enfermedades parcialmente genéticas,
como segundos canceres y a nivel germinal, generar abortos o a descendencia
con sindromes genéticos. Aunque se han hecho varios estudios epidemioldgicos
(60, 61) no se ha podido demostrar la induccién de dafio genético heredable en
humanos ya que se requiere de poblaciones grandes. Para determinar el riesgo
genético para las concepciones humanas es importante demostrar que la
exposicion a ciertos agentes produce genotoxicidad en las células germinales

(62).

2.2 A nivel de Genética toxicoldgica:

Las alteraciones genéticas tienen un importante impacto en la salud humana: Se
sabe que 8% de los humanos desarrollaran algun tipo de enfermedad total o
parcialmente genética antes de la edad de 25 afios (63). Una proporcion

desconocida de mutaciones de novo en linea germinal pueden ser causada por



exposicion a agentes del medio ambiente, terapéuticos o por consumo personal.
En humanos, las consecuencias genotoxicas por exposicion a agentes externos
s6lo puede estudiarse en poblaciones modelo, como la formada por los pacientes

tratados con agentes antineoplasicos.

2.3 A nivel reproductivo.

Hasta ahora, solo existen dos trabajos sobre consecuencias de la quimioterapia
MOPP y ambos se realizaron con los mismos pacientes, en uno se utilizé la
técnica de fecundacion interespecifica con 6vulos de hamster (50) y con el
advenimiento de la FISH, se abri6 la posibilidad del segundo estudio citogenético
en estos espermatozoides, de manera directa y en gran numero; se encontraron
aneuploidias, diploidias y alteraciones estructurales en 3 de 4 pacientes, lo cual
indica que la FISH es una potente metodologia para estudiar este problema (56).
Los esquemas antineoplasicos usados actualmente son muy eficientes, se estimo
que para el ano 2002 uno de cada 700 adultos jévenes serian sobrevivientes a
algun tipo de cancer (36), por lo que actualmente deben existir mas de 1 en 700,
muchos de ellos en edad reproductiva. Las terapias anticancer poseen
compuestos que producen dafo a células tanto neoplasicas como sanas en
cualquier fase del ciclo celular. De manera adicional, no se ha reportado si las
consecuencias son diferentes de acuerdo con el estado de divisién celular del
epitelio germinal, de ser asi, tendria gran repercusién en la conducta terapéutica

para estos pacientes y al mismo tiempo se aportaria conocimiento sobre la



variabilidad de respuesta a la exposicion a agentes externos en nifios vs

adolescentes y adultos.

3. OBJETIVOS

3.1 Evaluar la calidad del semen de sobrevivientes a EH mayores de 18 afios de
edad que fueron tratados antes ¢ después de la pubertad con quimioterapia

MOPP.

3.2 Determinar la frecuencia de alteraciones cromosdmicas numeéricas en

espermatozoides de pacientes EH tratados con quimioterapia MOPP.

3.3 Determinar si el tratamiento antineoplasico aplicado antes de la pubertad tiene

consecuencias genotoxicas diferentes a cuando se aplica después de la pubertad.

4. HIPOTESIS

El tratamiento antineoplasico para EH produce un decremento en la calidad del
semen de los sobrevivientes e induce alteraciones cromosémicas numéricas en
las células madre germinales. Los sobrevivientes que fueron tratados antes de la
pubertad presentan un menor grado de citotoxicidad y genotoxicidad en sus

espermatozoides, comparados con aquellos tratados después de la pubertad.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Poblacién de Estudio.

La poblacion de estudio consisti6 en 25 pacientes diagnosticados con EH: 19
recibieron tratamiento antineoplasico en la infancia, seis lo recibieron después de
los 13 afios de edad. Todas las terapias aplicadas fueron MOPP (Mecloretamina,
Oncovin, Procarbazina, Prednisona) solo o en combinacion con algun otro agente
quimioterapeutico, con o sin radioterapia. Ademas 10 individuos sanos con un
rango de edades similar al de los pacientes a la toma de la muestra. Los pacientes
fueron canalizados a través de la clinica de supervivientes de cancer del Instituto
Nacional de Pediatria, del Centro Medico 20 de Noviembre del ISSSTE, del
Instituto Nacional de Cancerologia y del Hospital General de México.

A todos los individuos que ingresaron al estudio se les solicitdé que firmaran una
carta de consentimiento informado (Anexo 1) y que respondieran dos

cuestionarios (Anexo 2 y 3).

5.1.1 Criterios

5.1.1.1 Criterios De Inclusion.
a) Individuos mayores de 18 afios que hayan sido diagnosticados con EH y
que hayan terminado su tratamiento antineoplasico con la mezcla MOPP ya
fuera antes o después de la pubertad.

b) Que firmaran una carta de consentimiento informado (Anexo 1).



c) Que contestaran un cuestionario de tamizaje (Anexo 2), de datos
personales y clinicos el cual incluia habitos alimenticios, enfermedades,
exposicion a medicamentos y/o a agentes téxicos, asi como consumo de
cigarro, drogas y alcohol (Anexo 3).

d) Individuos sanos mayores de 18 afios, que cubrieron los requisitos de los

Incisos b) y c), y se consideran el grupo de referencia.

5.1.1.2 Criterios De Exclusion.
a) Individuos que tuvieran vasectomia.
b) Aquellos que en los ultimos tres meses hubieran desarrollado algun tipo de
enfermedad cronica o infectocontagiosa.

c) Aguellos que hubieran desarrollado algun cancer secundario.



5.2 Anadlisis de calidad de semen

A cada individuo se le solicité la donacién de semen por masturbacién, después
de por lo menos tres dias de abstinencia. El analisis de las muestras se realizé 60
minutos después de su obtencion; durante este tiempo la muestra se mantuvo a

temperatura ambiente (TA).

La espermatobioscopia consistié en la evaluacion de parametros fisicos: volumen,
color, licuefaccion, viscosidad, pH, y citologicos: viabilidad, densidad celular,

progresion y morfologia.

Los parametros macroscopicos como licuefaccion y viscosidad del semen se
evaluaron en el mismo recipiente en el que se recogio la muestra. Para medir el
pH se usaron tiras reactivas medidoras de pH (SIGMA Chemical Company) con
escala de 4.5 a 10.0. El volumen se midié con una pipeta seroldgica graduada de
2 6 5 mililitros. Los valores considerados como normales fueron los propuestos por

la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (64).

5.2.1 Viabilidad.

Se llevé a cabo con una mezcla volumen a volumen de semen fresco y una
solucion de eosina al 0.5% (5 g/l en solucion de cloruro de sodio al 0.9%), se dejo
incubar por 2 a 4 minutos a 37°C y después se cuantificaron 100
espermatozoides: los tefiidos en rosa se registraron como muertos y los no tefidos

COMoO Vivos.



5.2.2 Densidad celular.

Se realiz6é un conteo rapido de una mezcla 1:9 (semen: H,Od) en una camara de
Neubauer. Se contaron los espermatozoides que se localizaran en la cuadricula
central de 5X5 (Figura 1a) con un objetivo 40X en microscopio de luz. De acuerdo
a los criterios de la OMS, si se contaran menos de 10 espermatozoides por cuadro
se cuantificé el contenido de los 25 cuadros; si habian de 10 a 40
espermatozoides se analizaban 10 de los cuadros y si el contenido era mayor a 40

espermatozoides sélo se contaban los que se encontraran en 5 de los cuadros

(Figura 1b).
a) /__\\
\\_/
b)
Numero de espermas/cuadro Numero de cuadros a contar

<10 espermas 25
10 — 40 espermas 10
> 40 espermas 5

Figura 1. a) Camara de Neaubauer, cuadricula a analizar. b) Cuadros a
revisar segun los espermatozoides que se encuentren en ellos (65).



Se realizaron 2 conteos, de encontrar una diferencia mayor al 10% entre ambos se
realizé un tercer conteo. Se calculé el promedio de los conteos y la densidad
espermatica dividiendo el promedio entre el factor de conversion de acuerdo a la

dilucion usada y a los cuadros evaluados de acuerdo a la Tabla 2.

Tabla 2. Factores de conversién para calcular la densidad.

Dilucién Numero de cuadros grandes contados
Semen :diluyente 25 10 5
1+ 9 10 4 2
1+ 19 5 2 1

Después ese valor se multiplico por 10° este es el valor de la densidad
espermatica por mililitro de eyaculado. Este valor multiplicado por el volumen del

eyaculado equivale a la cuenta espermatica total (65).

5.2.3 Progresion.

Se evalué considerando sélo los espermatozoides libres y no los que estuvieran
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 mas 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 progresion se presenta como el porcentaje de espermatozoides

con movimiento progresivo rapido y lento (A + B).

5.2.4 Morfologia espermatica.

Se valoré en una alicuota de semen fijada volumen a volumen con formaldehido al
10%. De ésta se tomaron 10ul y se analizaron en contraste de fases con objetivo

40X.

Los espermatozoides normales, segun los criterios de la OMS, poseen una cabeza
oval regular o ligeramente ahusada en la region postacrosémica, debe tener un
acrosoma muy bien definido que ocupe entre el 40 y el 70% de la cabeza. La
pieza media debe ser estrecha, unida axialmente a la cabeza y de presentar algun
residuo citoplasmico éste no superara la tercera parte de la cabeza del
espermatozoide. La cola ¢ flagelo debe ser uniforme, ligeramente mas estrecha
que la pieza media pero no enroscada; tampoco ha de mostrar residuos
citoplasmicos. Todas las formas diferentes a lo anterior se clasifican como

anormales (64).



5.2.5 Azoospermia.

Las muestras en las que el analisis reveld ausencia de espermatozoides se
diluyeron con soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS GIBCO), se centrifugaron a
600 -1000rpm durante 30 minutos y se analizé exclusivamente el contenido de los

paquetes celulares obtenidos para confirmar la azoospermia.



5.3 Hibridacion In Situ Con Fluorescencia Multicolor.

Se hicieron alicuotas del semen analizado y se guardaron en el ultracongelador (-
80 °C) perfectamente bien etiquetadas con los siguientes datos:

Cddigo del paciente

Densidad espermatica

Fecha

Numero de vial / numero de viales congelados

Una vez realizada la espermatobioscopia se llevd a cabo la seleccion de los
pacientes en los que fue posible realizar la técnica de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) Multicolor, los cuales debian contar con espermatozoides en
su muestra de semen. De los 25 sobrevivientes que se incluyeron en este trabajo,
11 tuvieron espermatozoides, sin embargo sélo se pudieron analizar 10, debido a
qgue en uno de ellos (MOPP 05) la muestra presentd una gran cantidad de detritus

celulares y de acuerdo a los criterios usados para la lectura, no fue posible su

evaluacion.

La FISH es una técnica que se basa en la desnaturalizaciéon de un fragmento de
DNA conocido marcado con fluorocromo que se obtiene de manera comercial 6 se
fabrica (sonda) y de un DNA blanco que es el de los cromosomas de la célula a
analizar. Una vez abierta la doble cadena de ambos DNA’s se ponen en contacto
para que por complementariedad de bases tipo Watson y Crick ambos formen un
hibrido. De esta manera, el DNA blanco quedara hibridado con el DNA conocido.

Se utiliza también una contratincion de DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol) el cual



facilita la visualizacion de toda la cromatina y de las sefiales fluorescentes de las
sondas.

5.3.1 Frotis de Semen para FISH Multicolor.

En laminillas previamente lavadas y desengrasadas con etanol al 100% por 24
horas, se realizaron frotis de semen los cuales se dejaron secar a temperatura
ambiente por lo menos 24 horas; posteriormente se guardaron a —20°C en cajas
para laminillas con desecadores, gaseadas con nitrégeno y a su vez metidas

dentro de bolsas de plastico con cierre hermético también gaseadas.

5.3.2 Preparacion de sondas

El ensayo X, Y, 18, 21 multicolor se llevd a cabo con las siguientes sondas de

DNA (Vysis):
. ] Cantidad usada
Sonda Regién que localiza Fluorocromo
por ensayo
a-satélite DXZ1. Centrémero del Espectro Rojo +
CEP X 0.7 ul: 0.3 pl
cromosoma X Espectro Verde
B-satélite Ill. DYZ1.
CEPY Espectro Aqua 1l

Heterocromatina YqQ.

a-satélite D18Z1. Centromero
CEP 18 Espectro Verde 1l
del cromosoma 18.

Locus especifico 21922.13-22.2 _
LSI 21 Espectro Rojo 1.5yl
D21S259, D21S341 Y D21S342




Se coloco la cantidad especifica para cada sonda en un tubo de eppendorf de 1ml
de volumen, se afadido ademas 1yl de DNA de salmon para reducir la hibridacion
inespecifica. Se agregd 0.5ul de acetato de sodio 3M y 20ul de etanol absoluto
para precipitar el DNA de las sondas; se resuspendié el contenido y se centrifugo
a 14,000 rpm a 4°C durante 30 minutos. Se elimin6 todo el sobrenadante y se
coloco el vial en un desecador conectado a vacio por una hora. Se rehidraté el
contenido del vial con 3ul de H,O inyectable y 7ul de solucidn de hibridacion
(Vysis). Las sondas se dejaron rehidratar 24 horas en refrigeracion para su

posterior uso.

5.3.3 Ensayo X, Y, 18, 21 en espermatozoides.

Para realizar este ensayo se sacaron las laminillas almacenadas en el congelador.
Antes de abrir la caja se esper6 a que estuviera a temperatura ambiente. Los frotis
se fijaron con metanol al 100% por 15 minutos. Se dejaron secar y se colocaron
por lo menos 30 minutos en incubadora a 37°C para asegurar la evaporacion de

todo el alcohol.

5.3.3.1 Descondensaciéon de nucleos espermaticos.

Se colocaron las laminillas con frotis en una solucién de ditiotreitol 10 mM (DTT)
en hielo por 30 minutos, inmediatamente se pasaron a una solucién de acido 3,5
diyodosalisilico 4mM (LIS) a TA durante 90 minutos (la temperatura ambiente
generalmente no sobrepaso los 20°C) (Soluciones Anexo 4). Una vez fuera de

esta solucion y sin dejarlos secar, se revisaron los cambios estructurales de los



nucleos, estos se tienen que ver en contraste de fases como pequefos globos
grises, con bordes nitidos y sin brillo procurando la homogeneidad de la laminilla,
de no verse asi se regresaron de 5 a 10 minutos mas a la solucién de LIS. Las

laminillas se dejaron secar por lo menos 45 minutos a TA.

5.3.3.2 Desnaturalizacion de DNA.

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

30 minutos.

Se revis6 el material del frotis y se delimité el area en donde se colocé la sonda

para su hibridacion.

5.3.3.3 Hibridacién.
La sonda se desnaturalizé a 78°C durante 6 minutos y de inmediato se colocé en
la zona delimitada del frotis, se colocé un cubreobjetos limpio (22x22mm) y se

aplicé sellador alrededor del mismo.

Las laminillas se colocaron en la obscuridad, en una camara humeda previamente

calentada a 37°C donde permanecieron en incubacion durante 12 a 36 horas.



5.3.3.4 Lavados y contratincion.

Las laminillas se sacaron de la camara humeda, se les retird el sellador y se
colocaron en un vaso con solucion 2XSSC a TA para que el cubreobjetos se
deslizara y no se maltratara el material biolégico. Se colocaron en formamida
50%/2XSSC previamente calentada a 45°C durante 10 minutos, de ahi se pasaron
a un vaso con 2XSSC a 37°C donde permanecieron por otros 10 minutos; por
ultimo en otra solucion 2XSSC a TA por 10 minutos mas. Cada laminilla se
contratiio con 10l de DAPI 0.01pg/ml (4°,6- diamino-2-fenilindol) diluido en medio
de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector, Labs. Inc.).

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

lectura.

5.3.4 Lectura y criterios de analisis para el ensayo X, Y, 18, 21.

El analisis de FISH se realizé en un microscopio de fluorescencia BX60 (Olympus)
con un objetivo 100X U Plan FI Ph3 (Semi Apocromatico Universal) con los
siguientes filtros:

-  DAPI

- FITC. Fluoresceina.

- Rodamina/ Rojo Texas.

- Aqua.

- Doble banda: FITC / Rojo Texas.

- Triple banda: DAPI / FITC / Rojo Texas.



Se analizaron 10 000 espermatozoides por laminilla. La lectura se registré en un
programa de computadora CytoScore (LLNL, Anexo 5). Se analizaron
espermatozoides con bordes nitidos, sin superposicion de otros nucleos los cuales
se revisaron con filtro de triple banda, asegurandose de revisar la célula en todos
sus planos. Al encontrar un espermatozoide anormal se revisé con los filtros
sencillos para cada fluorocromo y ademas en contraste de fases para asegurar
que se trataba de una célula germinal anormal y no otro tipo celular. De encontrar
sefales multiples de un mismo color se valoré que éstas fueran del mismo tamaro
e intensidad y que estuvieran separadas por Y2 diametro de una sefial normal;
excepto para la sefal de la heterocromatina del cromosoma Y ya que ésta es muy

grande y solo entonces se acepta que la separacién sea menor de 2 diametro.

En cada espermatozoide anormal se registraron caracteristicas fisicas como largo
y ancho de la cabeza, presencia/ausencia de cola, el tipo de anormalidad
encontrada y en la mayoria de los casos se solicitdé a un segundo observador que

confirmara la alteracién anotada.



5.4 Estadistica

Los resultados se analizaron con estas pruebas estadisticas segun las

necesidades de comparacion:

X? de Pearson para comparar la calidad de semen de acuerdo a la cantidad de QT
recibida, edad de aplicacion de la misma, tipo de esquema recibido y si hubo o no

RT dentro del esquema antineoplasico.

U de Mann-Witney para analizar las frecuencias de aneuploidias entre los

diferentes grupos de sujetos estudiados.

Kruskall-Wallis para comparar mas de dos muestras.

T de Student-Welch para muestras independientes para comparar las frecuencias
de aneuploidias entre los diferentes tratamientos aplicados.

El limite estadistico de confianza fue p<0.05.



6. RESULTADOS

6.1 Antecedentes personales.

De acuerdo a los datos referidos por los sujetos sanos en el cuestionario general,
cuatro fuman menos de 10 cigarros al dia, esos mismos sujetos beben una 6 dos
cervezas y ocho beben en promedio 4 tazas de café a la semana (Tabla 3). Ninguno

de ellos consume drogas (datos no mostrados).

De los pacientes tratados antes de la pubertad: solo tres fuman, todos menos de 10
cigarros por dia; seis ingieren en promedio 4 cervezas a la semana, 11 toman 5 tazas
de café o6 refresco de cola a la semana. Como consecuencia de la radioterapia 12
pacientes desarrollaron hipotiroidismo y estan en tratamiento médico con levotiroxina
(Eutirox) (Tabla 4). Ningun individuo de este grupo consume drogas. Uno de ellos

tuvo un bebé; el resto usa métodos anticonceptivos (datos no mostrados).

En cuanto a los 6 pacientes tratados después de la pubertad, ninguno fuma; tres
beben menos de 5 cervezas a la semana y cinco toman en promedio 4 tazas de
bebidas con cafeina a la semana. Uno desarroll6 hipotiroidismo y esta en tratamiento
(Tabla 5). Ninguno consume drogas. Uno de ellos intentd tener un hijo sin lograrlo
(ahora sabe que es azoospérmico) el resto usa métodos anticonceptivos (datos no

mostrados).



De acuerdo a lo anterior, ningun sujeto tiene habitos personales de uso o consumo
excesivos de agentes genotoxicos. El unico paciente que consume 10 cigarros por

dia (MOPPO05) no fue posible analizarlo con FISH.



Tabla 3. Consumo de cigarro, alcohol y bebidas con cafeina
referido por donadores sanos.

Fuma Alcohol Cafeina
(cigarros al dia) | (ml* ala semana) | (tazas** a la semana)
NL 01 — — 3
NL 02 — — 3
NL 03 1 330 5
NL 04 7 330 1
NL 05 1 330 5
NL 06 — — 5
NL 08 2 660 4
NL 09 — 5
NL 11 — — —
NL 13 — — _

* ml de cerveza. 330ml equivalen a una cerveza.

** tazas de café o refresco de cola.




Tabla 4. Antecedentes personales referidos
por pacientes tratados antes de la pubertad.

_ Fuma Alcohol Cafeina Hipotiroi_dismg
(mggfr?s al (ml* a la semana) (tazas** a la semana) | Con medicacién
ia
HD-1 — 330 5 No
MOPP 10 — 330 — Si
MOPP 11 3 990 — Si
MOPP 41 — — — No
MOPP 09 — — — No
MOPP 22 — — 2 Si
MOPP 24 — — 1 Si
MOPP 05 10 990 15 No
MOPPO7 — — — Si
MOPP12 — — — Si
MOPP21 — 3300 — Ni
MOPP 23 — — 7 Si
MOPP 20 — — 5 Si
MOPP 28 1 1980 1 No
MOPP 43 — — 2 Si
MOPP 46 — — 15 Si
MOPP 01 — — 5 No
MOPP 13 — — — Si
MOPP 15 — — 1 Si

*ml de cerveza. 330ml equivalen a una cerveza.
** tazas de café o refresco de cola.




Tabla 5. Antecedentes personales referidos por
pacientes tratados después de la pubertad.

Fuma Alcohol Cafeina Hipotiroidismo

(cigarros al dia){ (ml* a la semana) | (tazas** a la semana) | Con medicacion
MOPP 03 — 330 5 No
MOPP 17 — 330 — No
MOPP 02 — — 5 Si
MOPP 19 — 1650 5 No
MOPP 26 — — 20 No
MOPP 30 — — 2 No

* ml de cerveza. 330ml equivalen a una cerveza.
** tazas de café o refresco de cola.




6.2 Tratamientos y edad de aplicacion.

Todos los pacientes fueron tratados con MOPP sélo o combinado: cuatro con MOPP
sélo, diez en combinacién con ABVP, ocho con ABVD y tres con COPP; la cantidad
de ciclos de quimioterapia MOPP que recibieron oscila entre 2 y 11 ciclos. El tipo
celular de la enfermedad fue variable: ocho individuos presentaron celularidad mixta,
ocho esclerosis nodular, dos deplecién linfocitaria, tres con predominio linfocitico y de
cuatro pacientes no se cuenta con el dato especifico. El estadio en el que presentaron
la enfermedad al momento del diagndstico fueron: tres El, dos Ell, diez fueron EllI,
seis EIV, uno se identific6 como linfoma Hodgkin extranodal no clasificable (NC) y de

tres pacientes no se cuenta con el estadio (Tabla 6 a 'y b).

19 individuos recibieron tratamiento antes de la pubertad (2-10 afios de edad, tabla
6a) y seis después de la pubertad (>13 afos, tabla 6b). Para incluirse en este estudio
fue necesario que los pacientes EH tuvieran por lo menos dos afios de haber
terminado la terapia antineoplasica; de esta manera el rango de tiempo después del
tratamiento al momento del estudio fue de 2 a 20 afnos después de concluirlo. En
ocasiones la terapia anticancer incluyo radiacion: a 17 de los pacientes estudiados les
fue aplicada a aorta-bazo o bien supradiafragmatica (generalmente en cuello); las

dosis aplicadas estuvieron en el rango de los 21.6 a los 60Gy (Tabla 6 a 'y b).



Tabla 6a. Tratamientos y edad de aplicacion

Pacientes tratados en edad pre-puberal (n=19)
HD Estadio Inicio Edad Después QUIMIOTERAPIA (ciclos) RADIOTERAPIA (Gy)
Paciente Tipo Celular QT muestra de QT Tratamiento MOPP AVBP COPP AVBD Supradiafrag. P-aortaybazo Esperma

1 HD-1 Ell A- PL 7a 27a 20a MOPP 8 No No Si
2 MOPP-10 Elll A - PL 7a 16a 9a MOPP 6 30 30 no
3 MOPP-11 no hay exp. 20a MOPP 11 40 No Si
4 MOPP-41 EIV-EN 8a 24a 16a MOPP 9 No No no
5 MOPP-09 EIV - CM 8a 20a 12a MOPP/ABVP 8 8 No No no
6 MOPP-22 Elll - EN 8a 20a 12a MOPP/ABVP 4 5 45 30 no
7 MOPP-24 El - EN 2a 15a 13a MOPP/ABVP 4 6 20 30 no
8 MOPP-05 NC - DL 6a 19a 13a MOPP/ABVP 8 5 35 No Si
9 MOPP-07 Elll - CM 8a 20a 12a MOPP/ABVP 5 4 42 25 Si
10 MOPP-12 Elll B - EN 3a 18a 15a MOPP/ABVP 5 4 60 20 Si
11 MOPP-21 Elll - DL 7a 20a 13a MOPP/ABVP 6 6 No 30 Si
12 MOPP-23 El - CM 6a 19a 13a MOPP/ABVP 5 1 20 No Si
13 MOPP-20 Elll - CM 9a 18a 9a MOPP/ABVD 2 8 25 25 no
14 MOPP-28 8a 17 a 9a MOPP/ABVD no
15 MOPP-43 Elll B - EN 10a 20a 10a MOPP/ABVD 6 6 25 21,6 no
16 MOPP-46 5a 15a 10a MOPP/ABVD no
17 MOPP-01 EIV-CM 10a 19a 9a MOPP/COPP 7 3 No No no
18 MOPP-13 EIlA-CM 6a 16a 10a MOPP/COPP 6 1 36 No no
19 MOPP-15 EIV - EN 7a 17a 10a MOPP/COPP 8 1 40 40 no
CM= Celularidad Mixta PL=Predominio Linfocitico

DL= Deplecion Linfocitaria EN=Esclerosis Nodular



Tabla 6b. Tratamientos y edad de aplicacion

Pacientes tratados en edad post-puberal (n=6)

HD Estadio Inicio Edad Después QUIMIOTERAPIA (ciclos) RADIOTERAPIA (Gy)
Paciente Tipo Celular QT muestra de QT Tratamiento MOPP AVBP COPP AVBD Supradiafrag. P-aortaybazo Esperma
1 MOPP-03 El A-EN 16a 18a 2a MOPP/ABVP 3 3 40 No si
2 MOPP-17 Elll - CM 15a 25a 10a MOPP/ABVP 6 6 No No Si
3 MOPP-02 EIVB-CM 13a 2la 8a MOPP/ABVD 2 4 No 25,2 Si
4 MOPP-19 Elll- 15a 27a 12a MOPP/ABVD 6 6 ? si
5 MOPP-26 Elll A- PL 14 a 16 a 2a MOPP/ABVD 4 3 25,2 No no
6 MOPP-30 EIV - EN 3la 38 a 7a MOPP/ABVD 4 3 No No no

CM= Celularidad Mixta
DL= Deplecion Linfocitaria
PL=Predominio Linfocitico

EN=Esclerosis Nodular



6.3 Calidad de semen.

6.3.1 Individuos sanos.

En las muestras de semen de los individuos sanos, los parametros analizados de la
espermatobioscopia tuvieron valores dentro de lo considerado como normal por la

OMS (1999, en 64) (Tabla 7).

Algunos tuvieron volumenes de eyaculado por debajo del valor normal, sin embargo,
no comprometieron la cuenta espermatica total debido a que tuvieron densidades
celulares altas. En todos ellos los valores de licuefaccion, viscosidad y color
estuvieron normales. El valor de pH estuvo entre 8 y 8.5 en todos los sujetos. Todos
los sujetos sanos mostraron viabilidad espermatica mayor al 75%. La progresion de
los espermatozoides en 7 donadores fue mayor al 50%, en dos fue menor al 50% y
uno tuvo solo 14% de espermatozoides con movimiento progresivo. Nueve individuos
presentaron mas del 30% de espermatozoides morfolégicamente normales, uno tuvo
solo el 16% de formas normales. En cuanto a la densidad espermatica, el sujeto con
menor densidad tuvo 40.62 millones de espermatozoides / ml y la mayor fue de 236

millones de espermatozoides / ml todos ellos dentro del rango normal (Tabla 7).



Tabla 7. Espermatobioscopias en individuos sanos.

Volumen Viabilidad Progresion Morfologia Densidad
PACIENTE ml Viscosidad Licuefaccion Color pH % % (A+B)* % Normales X 10%/ml Observaciones
NLO1 4,2 ] completa amarillento 8,5 83 55 41 77
NLO2 2,6 nl completa amarillento 8,5 81 14 a7 176 Bacterias
NLO3 4,5 ] completa amarillento 8 78 53 36 178
NLO4 15 ] completa amarillento 8,5 93 61 39 114
NLO5 1,8 ] completa blanquecino 8,5 96 71 43 215 Bacterias y leucocitos
NLO6 59 ] completa amarillento 8 82 42 16 41
NLO8 3,4 ] completa amarillento 8,5 83 64 37 95 Bacterias y leucocitos
NLO9 4,5 ] completa amarillento 8,5 89 84 52 94 Bacterias
NL11 5 nl completa blanquecino 8 80 71 61 236
NL13 1,1 nl completa blanquecino 8,5 77 38 42 97
OMS 2a6 nl -gota completa blanquecino 7.2-8 >60 >50 >30 20-250
amarillento

*OMS= A-progresivo rapido, B-progresivo lento, C-movimiento in situ, D-sin movimiento



6.3.2 Pacientes EH.

El analisis de calidad del semen reveld que todos los individuos sobrevivientes a EH
independientemente del tratamiento antineoplasico que se les haya aplicado, tuvieron

espermatobioscopias con mas de dos parametros anormales (Tablas 8 y 9).

6.3.2.1 Pacientes EH tratados antes de la pubertad.

Dentro de los parametros macroscopicos: 13 individuos tuvieron volumenes de
eyaculado menores a dos mililitros; siete presentaron viscosidad aumentada; tres
mostraron licuefaccién incompleta; uno tuvo coloracién grisacea del semen. El pH del
semen de los pacientes estuvo en un rango de 7 a 10 (Tabla 8).

En cuanto a la densidad espermatica: dos individuos tratados antes de la pubertad,
tuvieron densidad normal pero presentaron progresion disminuida; cinco fueron
oligospérmicos severos (10 millones de espermatozoides por mililitro de semen 6
menos), de éstos ultimos, tres tuvieron densidades menores a un millén de
espermatozoides por mililitro, el resto de los sujetos en estudio (12 individuos) fueron

azoospérmicos (Tabla 8).

De los individuos que tuvieron espermatozoides, dos presentaron viabilidad mayor al
60%, en cuatro estuvo entre el 38 y el 51% y en uno no se logré hacer la evaluacion

de este parametro. So6lo uno tuvo progresion espermatica mayor al 50%,



Tabla 8. Eespermatobioscopias de pacientes EH tratados antes de la pubertad.

Volimen Viabilidad Progresion  Morfologia Densidad
n=19 Paciente ml Viscosidad  Licuefaccion Color pH % % (A+B)* % Normales X 10°/ml Observaciones
MOPP
1 HD-1 1,2 nl completa blanquecino 8 ND 80 ND 39,5
2 MOPP-10 14 nl completa amarillento Az Az Az Az
3 MOPP-11 1,1 aumentada completa blanquecino 8 47 2,5 46,5 10
4 MOPP-41 0,6 nl completa amarillento 7,5 Az Az Az Az
MOPP/ABVP
1 MOPP-09 2,9 aumentada completa amarillento 8,5 Az Az Az Az
2 MOPP-22 1,8 nl incompleta amarillento 8,5 Az Az Az Az
3 MOPP-24 1,2 nl incompleta amarillento 8 Az Az Az Az
4 MOPP-05 54 nl completa blanquecino 7 38 34,3 12,5 0,75 Proteinas, bacterias
5 MOPP-07 2,4 nl completa amarillento 8 51 26,66 36 72,25 Bacterias
6 MOPP-12 3,4 nl completa blanquecino 8,5 39 33,3 44 0,75
7 MOPP-21 4 nl completa amarillento 8 86,6 0 39,2 0,04375 Bacterias, leucocitos
8 MOPP-23 0,8 nl completa blanquecino 8 83 30 35,5 7,5
MOPP/ABVD
1 MOPP-20 1,1 aumentada completa amarillento 8,5 Az Az Az Az Bacterias
2 MOPP-28 0,5 aumentada completa blanquecino 8,5 Az Az Az Az Bacterias, detritus, leucos
3 MOPP-43 15 nl completa blanquecino 8 Az Az Az Az
4  MOPP-46 1,1 aumentada incompleta blanquecino 8 Az Az Az Az
MOPP/COPP
1 MOPP-01 2,2 nl completa grisaceo 10 Az Az Az Az Bacterias. detritus, leucos
MOPP-13 1,2 aumentada completa blanquecino 8,5 Az Az Az Az
MOPP-15 1,9 aumentada completa amarillento 8,5 Az Az Az Az Bacterias, detritus.
omMS 2a6 nl -gota completa blanquecino 7,2 >60 >50 >30 20-250
amarillento 8

*OMS= A-progresivo rapido, B-progresivo lento, C-movimiento in situ, D-sin movimiento

Az = Azoospérmico

ND = No Determinado



los otros seis mostraron movilidad progresiva disminuida y soélo 5 pacientes

presentaron mas del 30% de formas normales (Tabla 8).

6.3.2.2 Pacientes EH tratados después de la pubertad.

Las muestras de semen de los seis sujetos de este grupo tuvieron volumen y color
normal. Dos de ellos presentaron viscosidad aumentada asi como licuefaccion
incompleta. El pH entre los individuos de este grupo oscilé entre 7 y 8.5 (Tabla 9).

Dos de estos pacientes fueron azoospérmicos, uno presenté densidad espermatica
menor a 3 millones por mililitro, otro menor a un millon (oligospérmicos severos) y los
dos restantes tuvieron densidades normales de 42 y 130 millones de

espermatozoides / ml respectivamente (Tabla 9).

A los dos individuos oligospérmicos de este grupo no se les pudo realizar la
evaluacion de viabilidad celular ni de morfologia espermatica. Los otros dos pacientes
con espermatozoides tuvieron alrededor del 70% de viabilidad; uno tuvo 40.5 y otro
15% de formas normales. El rango de movimiento progresivo que se encontré en

estos sujetos fue del 16 a 52% (Tabla 9).



Tabla 9. Espermatobioscopias de pacientes EH tratados después de la pubertad.

Volumen Viabilidad Progresion  Morfologia  Densidad
n=6 Paciente ml Viscosidad Licuefaccion Color pH % % (A+B)*  %Normales X 10%ml Observaciones

MOPP/ABVP
1 MOPP-03 3,5 aumentada incompleta amarillento 7 70 23,3 15 42 bacterias
2 MOPP-17 3 nl completa blanquecino 8,5 ND 16 ND 2,8 bacterias

MOPP/ABVD
1 MOPP-02 2,2 nl completa blanquecino ND 52 ND 0,0021  bacterias, detritus
2 MOPP-19 2,4 nl completa amarillento 8 68,5 25,6 40,5 130
3 MOPP-26 2,1 aumentada incompleta blanquecino 8 Az Az Az Az detri, epit, tejidos, leucos
4  MOPP-30 2,5 nl completa blanquecino 8,5 Az Az Az Az

OomMS 2a6 nl -gota completa blanquecino 7,2 >60 >50 >30 20-250
amarillento 8

*OMS= A-progresivo rapido, B-progresivo lento, C-movimiento in situ, D-sin movimiento

Az = Azoospérmico

ND = No Determinado



6.4 Aneuploidias en espermatozoides.

Se determinaron las aneuploidias para los autosomas 18 y 21 asi como para los
sexocromosomas X y Y. Se consideraron disomias, nulisomias, espermatozoides
diploides asi como la pérdida/ganancia de algun cromosoma en espermatozoides

diploides y cualquier otro tipo de alteracion cromosomica numérica (Figuras 2 y 3).

6.4.1 Individuos Sanos.

Los individuos sanos mostraron una frecuencia de aneuploidias para el cromosoma
21 (13/10000) significativamente mayor que la encontrada para el cromosoma 18
(2/10000) (p<0.001). Las nulisomias del cromosoma 21 encontradas fueron el doble
gue las disomias (nul=9, dis=4); mientras que para el cromosoma 18 se encontraron

las mismas frecuencias de disomias que de nulisomias (dis=1; nul=1) (Tabla 10).



Y «—X
21 18

Y, 18,21 X, 18, 21

Figura 2. Fenotipos fluorescentes en espermatozoides normales.



Fenotipo Producto de fecundacion
Anormalidades Numéricas * flourescente con 6vulo normal
. - Disomia 18 X1818 21 Sindrome de Edwards
Hiperhaploidia Y 18 18 21
de autosomas Disomia 21 )\; 12 ;i ;i Sindrome de Down
Hiperhaploidia de Meiosis | XY1821 Sinqrome de Klinefelter
sexocromosomas | Meiosis Il XX1821 Sllndrome a7, XXX
YY1821 Sindrome 47, XYY
Meiosis | XY1818 2121
Diploidia Meiosis I XX18182121 No Viable
YY 18182121
Nulisomia 18 21 Sindrome de Turner

Disomia XY

DisomiaY

DS

Disomia 18

O~

Disomia 21

C o™

Nulisomia de sexocromosomas

Figura 3. Anormalidades cromosdomicas posibles de detectar con el ensayo X Y 18 21.
* En este cuadro no se consideraron |as ateraciones complgas por ser un gran nimero.



Tabla 10. Aneuploidias de autosomas en espermatozoides de
individuos sanos.

CODIGO Dis18 Nul18 ~M6UPl  pisor  Nugr  Aneupl.  Aneupl
18 21 Autosomas
NLO1 0 2 2 3 7 10 12
NLO2 0 0 0 4 10 14 14
NLO3 0 1 1 7 22 29 30
NLO4 0 0 0 4 8 12 12
NLO5 3 3 6 8 10 18 24
NLO6 1 1 2 2 6 8 10
NLO8 3 0 3 10 7 17 20
NLO9 2 0 2 0 7 7 9
NL11 1 0 1 3 6 9 10
NL13 1 1 2 4 5 9 11
X+DE  1+1 1+1 242 4+3 9+5  13+7 15 + 7
Errstd. 04 03 1 1 2 2 2

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



En cuanto a los cromosomas sexuales, todos los individuos sanos presentaron
tanto disomias como nulisomias, sin haber diferencia estadistica entre estos tipos
de alteraciones. La nulisomia de cromosoma sexual fue la alteracion que mostré
una frecuencia mayor, 14 por cada 10 mil espermatozoides analizados. Las
disomias producidas por un error tipo Ml (Dis XY) tuvieron una frecuencia de 4,
mientras que las producidas por error tipo MIl (Dis XX 6 YY) presentaron una

frecuencia de 2 (Tabla 11).

En los testigos, fueron mas frecuentes las diploidias producidas en MI que
aquellas producidas en Mil. So6lo un sujeto (NL-06) presenté una elevada
frecuencia de espermatozoides diploides producidos por error tipo M Il, el resto de
los sujetos sanos mostraron bajas frecuencias de células diploides (Tabla 12).

En los testigos se encontraron las siguientes células con alteraciones complejas,
que involucran mas de un evento (Tabla 13):

NLO1 :Y 18 21 21 21 [1]

NLO2:YY Y1821 [1], XYY 18 18 21 21 [1]
NLO4 : X 18 18 21 21 [1],, X Y 18 18 21 21 21 [1]
NLO5 : Y 18 18 21 21 [3]

NLO6 : X Y 18 18 21 [1]

NLOS : Y 18 18 21 21 [1]

NLO9 :Y Y 18 21 21 [1], X X Y 18 21 [1]
NL11:00 18 18 21 21 [1]

La frecuencia total de células con anormalidad cromosdémica encontrada en los

sujetos testigo fue de 41 células en 10 000 (Tabla 13).



Tabla 11. Aneuploidias de sexocromosomas en espermatozoides de
individuos sanos.

CODIGO  Dis XX+YY Dis XY Nulisomia Aneupl.
Sexual Sexuales

NLO1 2 4 10 16
NLO2 2 2 4 3
NLO3 2 7 13 29
NLO4 0 7 19 26
NLO5 5 4 13 29
NLO8 3 3 9 15
NL11 3 0 13 16

X+ DE 2+2 4+2 14 +8 20+ 10
Err Std 1 1 3 3

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Tabla 12. Diploidias en espermatozoides de individuos sanos.

L o Total

CODIGO Diploide MI Diploide Ml Diploides
NLO1
NLO2
NLO3
NLO4
NLO5
NLO6
NLO8
NLO9
NL11
NL13

X+ DE

Err. Std

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.
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Tabla 13. Anormalidades totales en espermatozoides de individuos sanos.

CODIGO Aneuploidias Aneuploidias Total Alteraciones Total
Autosomas Sexuales Diploides complejas  Anormales

NLO1 12 16 2 1 31
NLO2 14 8 3 2 27
NLO3 30 22 2 0 54
NLO4 12 26 7 2 47
NLO5 24 22 5 3 54
NLO6 10 17 1 2 30
NLO8 20 15 14 1 50
NLO9 9 46 3 2 60
NL11 10 16 4 1 31
NL13 11 16 5 0 32

X + DE 15+ 7 20 + 10 544 1+1 41 + 12
Err. Std. 2 3 1 0.3 4

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



6.4.2 Pacientes EH tratados antes de la pubertad.

En los pacientes EH tratados con quimioterapia antes de la pubertad se encontré
una elevada frecuencia de espermatozoides con ganancia ¢ pérdida del
cromosoma 21 significativamente mayor que las aneuploidias del cromosoma 18
(p<0.01). Al igual que en los sujetos control, la nulisomia para el cromosoma 21
tuvo una frecuencia significativamente mayor que la disomia para el mismo
(nul=12; dis=3; p<0.05) y también fueron mas los espermatozoides que tuvieron
ganancia del cromosoma 18 que aquellos que tuvieron pérdida (dis=2; nul=1;

p=0.2) (Tabla 14).

Estos individuos presentaron frecuencias de aneuploidias para los cromosomas
sexuales similares a las encontradas en los individuos sanos para disomias
XXIYY, XY, (2 y 4 para sanos y 3 y 4 para tratados antes de la pubertad; p>0.2).
Las nulisomias de sexocromosomas fueron ligeramente mayores a las mostradas
en los testigos (14 sanos, 16 tratados; p>0.05) (Tabla 15).

Se encontraron 4 células germinales diploides en 10,000 en este grupo de

pacientes (Tabla 16), mientras que en sanos la frecuencia fue de 5 en 10mil.

Las aneuploidias catalogadas como alteraciones complejas porque involucran mas
de un evento, encontradas en este grupo fueron (Tabla 17):

HD-1:0180 [1]

MOPP11:Y 18 18 21 21 [2]

MOPPO7 : XY 182121 [1], X XYY 18182121 [1].



MOPP21 : X X 18 0 [1]
MOPP12 : X Y 18 21 21 [1]

MOPP23: X Y 18 21 21 [2]

La frecuencia de aneuploidias totales, que es la suma de todas las alteraciones
encontradas fue de 47 en 10 000, esta frecuencia no es diferente a la encontrada
en los espermatozoides de los individuos sanos la cual fue de 41 en 10,000

(p=0.3) (Tabla 17).



Tabla 14. Aneuploidias de autosomas en espermatozoides de individuos

EH tratados antes de la pubertad

. Aneupl. . Aneupl Aneuploidia
CODIGO Dis18  Nul18 18'0 Dis21  Nul 21 o1 P Auto§omas
HD-1 5 1 6 4 21 25 31
MOPP-11 1 1 2 5 14 19 21
MOPP-07 1 1 2 2 10 12 14
MOPP-21 2 0 2 5 15 20 22
MOPP-12 0 0 0 1 6 6.9 7
MOPP-23 1 1 2 4 4 8 10
X+ DS 2+2 1+1 2+2 3+2 12+6 15+7 17+9
Err Std 1 0.2 1 1 3 3 4

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Tabla 15. Aneuploidias de sexocromosas en espermatozoides de
individuos EH tratados antes de la pubertad.

CODIGO  Dis XX+YY Dis XY Nulisomia Aneupl.
Sexual Sexuales

HD-1 4 2 13 19
MOPP-11 2 6 14 59
MOPP-07 5 3 17 o5
MOPP-21 3 2 13 18
MOPP-23 4 11 20 35
X+ DS 3+1 4+4 16+ 4 24+ 6
Err. Std 0.5 1 1.5 3

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Tabla 16. Diploidias en espermatozoides de individuos EH

tratados antes de la pubertad.

CODIGO

Total

Diploide Ml Diploides

Diploide MII

HD-1

MOPP-11
MOPP-07
MOPP-21
MOPP-12
MOPP-23

A OINONBE
[oNeoNoNoN Ne

X+ DS

w
w
=
N

Err Std

N+ BoNvo o

=
[

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Tabla 17. Anormalidades en espermatozoides de individuos
EH tratados antes de la pubertad

Aneuploidias Aneuploidias Total Alteraciones Total
CODIGO . .
Autosomas Sexuales Diploides  complejas Anormales

HD-1 31 19 1 1 52
MOPP-11 21 22 8 2 53
MOPP-07 14 25 0 1 40
MOPP-21 21 18 2 2 43
MOPP-12 7 26 5 1 39
MOPP-23 10 35 10 2 57
X + DS 17+ 9 24+ 6 4+4 1+0.5 47 £ 8
Err Std 4 3 2 0.2 3

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



6.4.3 Pacientes EH tratados después de la pubertad.

Los individuos EH tratados después de la pubertad mostraron una mayor
frecuencia de aneuploidias para el cromosoma 21 con respecto a aquellas en las
que se involucra a el cromosoma 18 con diferencia estadisticamente significativa
con p<0.01; sin embargo, la desviacion estandar en este grupo es muy elevada ya
gue dos de los individuos mostraron una alta frecuencia de células aneuploides
para el 21 (MOPP03=16 y MOPP17=30), un tercer integrante de este grupo
presentd pocas células aneuploides (MOPP19=5) y el cuarto no mostré ningun

espermatozoide con ganancia o pérdida de este cromosoma (Tabla 18).

En cuanto a las alteraciones numéricas de los sexocromosomas, los pacientes EH
tratados después de la pubertad mostraron frecuencias significativamente
elevadas de disomias XY con respecto a los individuos sanos (p<0.05) y con
respecto a los tratados antes de la pubertad, sin embargo con este grupo la
diferencia estadistica quedo en el limite: p= 0.05. La falta de cromosoma sexual
también se presentd con altas frecuencias pero no fueron significativamente
diferentes a las encontradas en los demas grupos estudiados La frecuencia total
de aneuploidias para los cromosomas sexuales encontrada en este grupo no fue
diferente a las halladas en los sujetos sanos ni en los pacientes tratados antes de

la pubertad (Tabla 19).



Tabla 18. Aneuploidias de autosomas en espermatozoides de individuos EH

tratados después de la pubertad.

CODIGO Dis18 Nul1g Aneupl o) nuizz Aneupl Aneuploidia
18 21 Autosomas
MOPP-03 3 6 9 9 7 16 25
MOPP-17 0 2 2 17 13 30 32
MOPP-02 2 0 2 0 0 0 2
MOPP-19 1 1 3 1 4 5 8
X + DE 1+1 2+ 3 413 7:8 6+5 13+ 13 17+ 14
Err Std 1 1 2 ) 3 7 7

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Tabla 19. Aneuploidias de sexocromosomas en espermatozoides de
individuos EH tratados después de la pubertad.

CODIGO  Dis XX+YY Dis XY Nulisomia  Aneuploidia

Sexual Sexuales
MOPP-03 1 12 20 33
MOPP-17 6 16 17 39
MOPP-02 2 14 9 25
MOPP-19 3 3 5 11
X + DE 3+2 11+6 13+7 27 + 13
Err Std 1 3 4 6

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Las diploidias en los espermatozoides de estos individuos se presentaron con
mayor frecuencia que en el resto de los grupos pero no hubo diferencia
estadistica. En este grupo también se observé una tendencia a presentar mayor

cantidad de células diploides producidas por error tipo Ml (Tabla 20).

Las aneuploidias complejas que se encontraron en los sujetos de este grupo
fueron:

MOPPO03:Y 18 18 21 21 [2], 018 0 [1].

MOPP17 : Estructural Y 18 21, X Y 18 21 21 [1], X 00 [1].

MOPPO02 : X Y 1818 21 [1], X Y 18 21 21 [1], X 00 [1], Y 1818 21 21 [1],

X 18182121 [1].

MOPP19:Y 18182121 [1], YY 182121 [1].

Al comparar las alteraciones complejas encontradas en los pacientes tratados
después de la pubertad con las de los individuos sanos y con los tratados antes de
la pubertad, existen diferencias estadisticamente significativas con p<0.05 (U de
Mann-Whitney, Tablas 21 y 22). La frecuencia total de células anormales para este
grupo fue la mayor encontrada en este estudio: 54/10,000 (Tabla 21) sin embargo
debido al amplio rango de variabilidad entre los individuos, no fue diferente con
respecto a la encontrada en los pacientes tratados antes de la pubertad (47;

p=0.6) ni en los individuos sanos (41; p=0.4; U de Mann-Whitney) (Tabla 22).



Tabla 20. Diploidias en espermatozoides de individuos EH
tratados después de la pubertad.

o o Total
CODIGO Diploide MI Diploide Ml Diploides

MOPP-03 5 0 5
MOPP-17 7 4 11
MOPP-02 4 1 5
MOPP-19 3 1 4
X + DE 5+2 1+2 6+3
Err Std 1 1 2

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Tabla 21. Anormalidades en espermatozoides de individuos EH
tratados después de la pubertad.

CODIGO Aneuploidias  Aneuploidias Total Alteraciones Total
Autosomas Sexuales Diploides  complejas Anormales

MOPP-03 25 33 5 3 66
MOPP-17 32 39 11 8 90
MOPP-02 2 25 5 5 37
MOPP-19 8 10 4 1 23
X£SD 17+ 14 27 £ 13 6+3 4+ 3 54 + 30
Err Std. 7 6 2 1 15

Frecuencia de aneuploidia en 10 000 espermatozoides.



Tabla 22. Anormalidades cromosomicas en espermatozoides de los
tres grupos de estudio.

Aneuploidias Aneuploidias  Células  Alteraciones Total
GRUPO = :
Autosomas Sexuales Diploides  complejas Anormales
Sanos 15+7 20+ 10 5+4 1+1 41 +£12

Tratados antes de
la pubertad

Tratados después
de la pubertad

17+9 24+6 4+4 1+£0.5 47+ 8

17 +14 27 +13 63 4+ 3* 54 + 30

Promedios de frecuencia en 10,000 + Desviacion Estandar.
*diferencia significativa con respecto a los sujetos normales p=0.03 y con respecto
a los tratados antes de la pubertad p=0.05 (U de Mann-Whitney).



6.5 Clonas de células aneuploides.

En citogenética de células somaticas, se considera clona celular aquella alteracién
cromosoémica que se presenta en 2 o mas células, si la alteracion es la falta de un
cromosoma, debera presentarse en 3 o mas células (66), sin embargo, debido a
gue en esta definicidn no se consideran células haploides, se tom6 como valor de
corte el promedio mas dos desviaciones estandar de las frecuencias mostradas en
la poblacion de referencia. Cuando una misma alteracion cromosdmica superaba

este valor de corte, se considerdé como clona.

Asi, se localizaron 1/6 pacientes tratados antes de la pubertad, con una clona
celular con disomia XY (MOPP23) y 3/4 individuos tratados después de la
pubertad con clonas portadoras de disomia XY (MOPPO03, MOPP02 y MOPP17) y
uno de éstos ultimos ademas mostrd una clona con disomia 21 (MOPP17) (Tabla
23).

Tabla 23. Clonas celulares detectadas entre los individuos
analizados con FISH multicolor.

Dis XY Dis 21
SANOS
X+ DE 4+2 4+3
MOPP/ABVP
Pre
MOPP23 11
MOPP/ABVP
Post
MOPPO03 12
MOPP17 16 17
MOPP02 14

Frecuencia de aneuploidias por 10000 células analizadas.



7. DISCUSION

7.1 Antecedentes Personales.

De acuerdo al cuestionario general, los individuos sanos tuvieron un rango de
edad de 18 a 24 afos. Cuatro fuman, sin embargo la calidad de semen y
frecuencia de aneuploidias de sus espermatozoides no fueron diferentes a las del
resto de los sujetos testigo. Todos estuvieron libres de cualquier enfermedad al

momento de la donacion de la muestra y sin haber tomado ningun medicamento.

Los pacientes EH al momento de la toma de la muestra tuvieron un rango de 15 a
38 afos de edad. Tres fuman, uno de ellos alrededor de 10 cigarros al dia, en este
paciente no se analizaron las aneuploidias con el ensayo de FISH porque
presento una cuenta espermatica muy baja (menos de un millon de espermas por
mililitro), y a pesar de realizar grandes esfuerzos para concentrar y limpiar de
restos celulares la muestra, no se pudo llevar a acabo el anadlisis de los
espermatozoides. Existen varios trabajos que evaluan la calidad del semen en
individuos fumadores por antecedentes de dafio genotdxico, los dividen en
fumadores de <10 cigarros y de >10 cigarros; en ninguno de los grupos se
encontré que el habito de fumar afectara la calidad del semen tomando en cuenta
parametros como densidad, movilidad y porcentaje de formas anormales (52, 67,
68). Con estos antecedentes se puede descartar la posibilidad de que en este

paciente el habito de fumar sea el responsable de la mala calidad de semen que



tuvo, por lo que es probable que esto sea una consecuencia del tratamiento

antineoplasico que recibio.

En este estudio mas del 70%, de los pacientes que fueron tratados con RT
desarrollaron hipotiroidismo (p<0.01) el cual controlan con levotiroxina. Esta
disfuncion tiroidea es una consecuencia comun en pacientes EH que reciben RT,
esta reportado que alrededor del 30% de los pacientes EH que recibieron RT
desarrollan hipotiroidismo o tiroiditis aproximadamente después de seis afios de
haber concluido el tratamiento (18, 69, 70). Al comparar la calidad de semen de
los pacientes con esta disfuncion con respecto a los que no desarrollaron

problemas tiroideos, no se encontraron diferencias significativas.



7.2 Calidad de Semen.

7.2.1 Individuos Sanos.

Los individuos sanos tuvieron muestras de semen con parametros normales; a
pesar de que algunos individuos mostraron volumenes ligeramente menores a
2ml, la densidad espermatica final no se vio afectada. Algunos de ellos tuvieron pH
elevado (ej 8.5) sin embargo, al parecer esto no interfirid en la movilidad ni en la

viabilidad de los espermatozoides en estas muestras.

7.2.2 Efecto de la quimioterapia MOPP sobre la calidad de semen.

A pesar de que los rangos que proporciona la Organizacién Mundial de la Salud
para considerar como normal una muestra de semen son amplios (71), 21/25
(84%) individuos con EH tratados con esquemas antineoplasicos tuvieron por lo
menos dos parametros anormales, solo 11 (44%) tuvieron espermatozoides
aunqgue de éstos 7 fueron oligospérmicos severos (menos de un millén por mililitro)
y 4 (16%) tienen densidad espermatica normal. Se sabe que la mayoria de las
sustancias aplicadas en los esquemas anticancerigenos, asi como la radioterapia,
son citotéxicos. Existen trabajos realizados en ratén, en donde se ha comprobado

el efecto citotdxico de estos agentes sobre la espermatogénesis (20, 72).

Si bien no hay evidencias de que las dosis terapéuticas de los agentes

antineoplasicos causen dafo a células somaticas gonadales, las cuales influyan



en la produccion de cuentas bajas espermaticas (73), es posible que en estos
pacientes la mala calidad de semen encontrada se deba a dos razones
principales: dafio causado en células germinales y/o afeccion en células

somaticas.

Cuando se irradian los testiculos, se sabe que el impacto de la RT en la funcién
testicular depende directamente de la edad a la que la recibe el paciente;
particularmente se sabe que la radiacioén terapéutica afecta mas las funciones de
las células de Leydig en varones prepuberes que en adolescentes (36, 69). La RT
aplicada a los pacientes en este trabajo fue en las regiones involucradas, ninguno
de ellos recibié6 RT en la region inguinal o genital. En el Instituto Nacional de
Pediatria al momento de aplicar la radiacidn, se cubre con delantales de plomo a
los pacientes para no exponer a radiacion tejidos libres de cancer 6 zonas
genitales, con esto se evita al maximo la exposicidon de las células madre
productoras de espermatozoides a la radiacion; esto concuerda con el hecho de
gue no encontramos correlacion entre la produccion espermatica y la aplicacion o
no de radiacién (p = 0.4), sin embargo, no podemos descartar que ésta influya en

la disfuncién gonadal por dafo producido a células somaticas.

Los grupos de pacientes estudiados en este trabajo (antes y después de la
pubertad) mostraron una calidad de semen disminuida como consecuencia del
tratamiento, sin embargo no se vio un grupo mas afectado que otro, esto ultimo
rechaza al menos parcialmente nuestra hipdtesis ya que nuestra propuesta fue

que habria diferencias en cuanto a la citotoxicidad que producen estos



tratamientos cuando se aplican antes 6 después de la pubertad y encontramos

gue el efecto citotéxico fue el mismo para ambos estados del desarrollo puberal.

En nuestros resultados no encontramos correlacion entre la dosis de tratamiento
recibida y la duracién de la azoospermia sin embargo, existen trabajos con
poblaciones de estudio tratados con MOPP y/o ABVD en donde analizan a los
pacientes de acuerdo a la cantidad de ciclos de QT recibidos y encuentran una
relacion directa entre la disminucion de la densidad espermatica y el numero de
ciclos de MOPP recibidos, uno de estos trabajos (37) separa a su poblacion de
estudio en pacientes que reciben 3 0 menos ciclos de MOPP y los que recibieron
mas de 6 ciclos; ellos encontraron que en los pacientes que recibieron menos
ciclos de QT, se redujo la cuenta espermatica considerablemente, y aquellos
sujetos que recibieron mas de 6 ciclos desarrollan azoospermia (27, 37, 38). En
nuestra poblacion de estudio encontramos pacientes azoospérmicos y con
espermatozoides tanto en los pacientes que recibieron <6 ciclos de MOPP como
en aquellos que recibieron >6 ciclos y al contrastarlos no encontramos diferencias
estadisticas entre ambos grupos. Observamos que existen individuos que 18 afos
después de haber recibido <6 ciclos de MOPP continian azoospérmicos y otros
con cuentas menores a un millén de espermatozoides por mililitro sin mostrar
recuperacion a lo largo del tiempo; por otro lado también hubo un paciente con >6
ciclos de MOPP que aun 16 afios después de concluido el tratamiento continua
azoospérmico, mientras que dos con 20 afios en remision tienen cuenta

espermatica normal.



Se sabe que la dacarbazina (D), es un clastogeno para células germinales y
somaticas de raton (73), ademas de la mecloretamina (M) y la procarbazina (P) y
gue este dafio al DNA puede producir muerte celular. Entre los pacientes tratados
después de la pubertad hay individuos con 2 esquemas de QT diferentes:
MOPP/ABVDacarbazina y MOPP/ABVPrednisona; por lo que se buscé si existia
una correlacion entre estos dos esquemas y la presencia/ausencia de
espermatozoides, sin importar la edad a la que recibieron el tratamiento. El 75%
de los pacientes que recibieron M, P y ademas D (MOPP/ABVD) son

azoospérmicos, sin embargo esto no fue estadisticamente significativo.

En este trabajo fue claro el hecho de que la quimioterapia MOPP redujo o nulificé
la produccion espermatica en mas del 80% de los pacientes estudiados. Este
esquema de tratamiento contiene agentes que se sabe causan dano directo al
ADN y producen mutaciones que generan dafo celular letal en las células madre:
la Mecloretamina (mostaza nitrogenada) es un agente que produce mutaciones
letales en estados post-meidticos y en espermatocitos, no asi en células madre
(20). En este estudio las muestras analizadas no estan expresando el dafo
producido por este agente ya que no llega a las células madre y las que se

afectaron al momento del tratamiento ya no estan en las muestras estudiadas.

Esta reportado que la Procarbazina es la unica de los componentes de esta
mezcla, que se sabe afecta de manera directa al ADN de células germinales

progenitoras (espermatogonias) lo que produce un dafio duradero a largo plazo



manifestado como falla en la espermatogénesis con la consecuente reduccién en
la densidad espermatica, este dafio es dificil de revertir incluso afios después del
tratamiento. Esto puede resultar de la muerte de espermatogonias o bien en dafio
producido a los mecanismos paracrinos que mantienen y estimulan la

diferenciacion de todo el linaje de células germinales (74).

En cuanto a las células somaticas, se ha reportado que los nifios que reciben QT
como unico tratamiento tienen un desarrollo puberal y funcion de células de Leydig
normales, sin embargo, se sabe que el epitelio germinal es sensible a agentes
quimioterapeuticos y en general se piensa que los testiculos puberes son los mas

vulnerables (36, 75).

Se ha documentado que la exposicion de las células de Sertoli a este tipo de
agentes afecta a la produccion de FSH debido basicamente a la pérdida de células
germinales aledanas por dano citotoxico (72). Por otra parte, existen reportes que
mencionan que el aplicar radiacién en regiones como cerebro, cabeza y cuello
produce dafo al eje hipotalamo-hipofisis-génada, este tipo de dafio es dificil
evaluar ya que los efectos se desarrollan gradualmente y ademas este eje puede
afectarse en varios de sus componentes (36). Para conocer mas acerca de la
afeccibn somatica de estos tratamientos es necesario conocer los niveles

hormonales del paciente al momento de la realizacion del estudio.

Finalmente en este trabajo es probable que la alteracion en la produccién

espermatica sea una consecuencia de la exposicion de las células madre



germinales a la Procarbazina y no tanto al resto de los componentes de la mezcla
antineoplasica; en nifios y hombres jovenes con EH tratados con un régimen
antineoplasico que contiene procarbazina se observd que la mayoria presentan
azoospermia después del tratamiento, es por eso que actualmente se buscan
tratamientos sin este compuesto, que sean antineoplasicos igual o mas efectivos,
pero menos gonadotoxicos para alterar lo menos posible su futura fertilidad (27,

36, 37, 40, 43, 75, 76, 77, 78, 79).

7.2.3 Efecto de la edad al tratamiento sobre la calidad de semen.

En un estudio realizado por Chemes y colaboradores se encontré que el epitelio
germinal tiene cierto grado de actividad mitética e incluso meidtica en la infancia
temprana, por lo que el pensar en un epitelio germinal no proliferativo por ser
prepuber, no aplica en edades tempranas, por esto la exposicion a agentes
genotoxicos en varones en este momento del desarrollo causaria dafio en
espermatogonias y células de Sertoli en division activa, sin embargo, estos
autores postulan que la mayoria de las células dafadas se reabsorberan o no
concluiran la espermatogénesis, de manera que los espermatozoides inmaduros
se eliminaran en las primeras oleadas de espermatozoides producidos una vez

iniciada la pubertad (80).

La mayoria de los estudios que evaluan las consecuencias citotdxicas en varones
tratados con QT se llevan a cabo en sujetos que fueron tratados contra cancer en

la edad adulta; se ha postulado que los varones tratados antes de la pubertad



tienen cierta proteccién ante el dafio gonadal que pudiera producir la QT (79, 81),
no obstante, en nuestro estudio encontramos que el 84% de los pacientes tratados
antes de la pubertad tuvieron dafio gonadal severo representado por azoospermia

y oligospermia severa.

Al comparar las espermatobioscopias, los pacientes tratados antes de la pubertad
no fueron estadisticamente diferentes a los pacientes tratados después de la
misma. Aunque mas de la mitad de los sujetos tratados antes de la pubertad
fueron azoospérmicos, no encontramos diferencia estadistica entre la edad a la
gue recibieron la QT y la presencia o0 ausencia de espermatozoides en el semen
(Tabla 8). Esto es compatible con estudios recientes que han evaluado la
disfuncion gonadal en estos sujetos y se ha visto que existe dafio severo en
individuos que recibieron tratamiento quimioterapeutico en la nifiez y que éste
puede durar muchos afios o incluso ser irreversible después de terminados los

tratamientos (40, 75, 76, 77, 78).

En este trabajo encontramos que aun 16 afos después de haber terminado el
tratamiento los pacientes EH no recuperan la espermatogénesis. Reportes previos
mencionan que la recuperacion de la espermatogénesis puede observarse tan
rapido como en los primeros cinco anos posteriores al tratamiento, o tan lento
como 20 afios después (38, 40, 41, 43, 82); aunque esta reportado que sélo del 20
al 40% de los pacientes tratados que presentan azoospermia u oligospermia

recuperan su fertilidad (38, 39).



En cualquier caso, el que tengan espermatozoides temprana o tardiamente con
respecto al tratamiento, es importante tomar en cuenta que sus gametos pueden

estar genéticamente alterados a consecuencia del tratamiento antineoplasico.



7.3 Aneuploidias en espermatozoides.

En nuestro estudio se obtuvo una eficiencia de hibridacién para el ensayo de FISH
del 99%. Los criterios para el analisis se siguieron de manera muy estricta y
siempre se consideré a un segundo y en ocasiones a un tercer observador para
dar mayor certeza y validez al analisis, de manera que en este aspecto el margen

de error es minimo.

7.3.1 Individuos sanos.

Se analizaron las aneuploidias para los cromosomas X, Y 18 y 21 en 10
individuos sanos. Los porcentajes de espermatozoides con cromosoma X 6 Y
corresponde a la proporciéon esperada de 50:50 segun lo reportado por multiples
autores (44, 59, 82, 83, 84, 85, 86).

La frecuencia total de aneuploidias que encontramos para este grupo es
semejante a lo reportado por Frias y colaboradores (59) con este mismo ensayo

en sujetos sanos.

Al analizar los autosomas de manera independiente se encontré que el
cromosoma 21 tiene frecuencias de aneuploidia por lo menos dos veces mayores
que la encontradas para el cromosoma 18 en estos mismos individuos, con una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05); ésta elevada frecuencia de
aneuploidias en este cromosoma ha sido reportado previamente por varios

autores, en trabajos en donde analizan los cariotipos de espermatozoides



humanos obtenidos mediante fusion gamética hamster-humano en individuos
sanos (44, 83, 85, 87). Ellos encontraron frecuencias de aneuploidias elevadas
para los cromosomas pertenecientes al grupo G (21 y 22), en comparacion con el

resto de los autosomas.

Se ha postulado que las caracteristicas morfolégicas del cromosoma 21, como el
tamano, la region de organizacion nucleolar y las regiones heterocromaticas, sean
las que lo hagan mas susceptible a la no disyuncion. En una revision realizada por
Guttenbach y colaboradores en 1997, se demostré que ni el tamafo ni la region
organizadora nucleolar son factores responsables de la frecuencia elevada de
hiperhaploidias del cromosoma 21; sin embargo no se puede excluir que los
grandes bloques de heterocromatina pericentromérica influyan en la no disyuncién

meidtica masculina de este cromosoma (88).

Por otra parte, algunas caracteristicas del ensayo de FISH multicolor que se utilizd
en este estudio pueden ser factores importantes para estos resultados: el tipo de
sonda para detectar el cromosoma 21 (secuencia unica en posicion distal); los
criterios de analisis aplicados para su lectura, ya que puede haber una ganancia
aparente de sefales fluorescentes debido a rupturas cromosdmicas que aparten la
region blanco del resto del cromosoma y que durante la meiosis el fragmento con
la sefial se quede en la misma célula que el cromosoma 21 normal, esto se veria
como dos dominios fluorescentes y se puede registrar como una célula disémica

completa, la cual corresponderia en realidad a una aneuploidia segmental (56).



Pocos son los trabajos que analizan las aneuploidias de los sexocromosomas en
un mismo ensayo. Debido a las dificultades técnicas para lograr un buen bandeo
cromosomico, los estudios de cariotipos de células germinales realizados por la
técnica de fusidon gamética entre hamster y humano, hacen mayor énfasis en las
aberraciones cromosomicas estructurales y algunos cuantifican las hipo e
hiperhaploidias sin determinar cuales son los cromosomas involucrados (44, 83).
No fue sino hasta el inicio de la década de los 90’s con la introduccion de la
técnica de FISH como una metodologia para el estudio de alteraciones
cromosomicas en espermatozoides, que se comenzO a enfatizar acerca de las

disomias y las nulisomias de los cromosomas sexuales (89, 90).

Los porcentajes de disomias XY, XX y YY encontramos que en general coinciden
con los reportados en la literatura por Robbins (52), Chevret (91), Frias (58) y
Martin (51, 57), aunque otros autores (92, 93, 94) reportan una alta frecuencia de
disomias de sexocromosomas; es importante sefalar que en los trabajos que no
hay coincidencia con nuestros datos, la cantidad de espermatozoides analizados
por individuo fue mucho menor a los que se analizaron en éste trabajo y que en
aquellos con los que encontramos coincidencia en las aneuploidias también

coinciden en el analisis de un alto numero de espermatozoides.

Las frecuencias de células disomicas XY (MI) son del doble de aquellos
espermatozoides con disomia producida en MIl. EI comportamiento de células

disémicas para sexocromosomas representan la distribucion esperada si tomamos



en cuenta que un evento de no disyuncion en MI producira 2 células disdmicas

mientras que un error en Mll solo producira una célula disémica (92).

Los sujetos sanos presentaron mas células diploides producidas por error en la
primera division meiotica (Ml = 3) que aquellas producidas por errores en la
segunda division (MIl = 1), sin embargo esta diferencia no es significativa, esto
mismo se ha encontrado en otros trabajos realizados con FISH en individuos

normales (58, 86).

En lo que respecta a las alteraciones complejas, teéricamente pudieron haberse
originado por eventos de no disyuncion en células diploides o incluso por la
pérdida de mas de un cromosoma en una misma célula; en cualquier situacion
corresponden a mas de un evento por célula. Estos eventos son mucho menos
frecuentes. Frias y colaboradores (58) reportaron una suma de la frecuencia de
alteraciones complejas en el grupo testigo de 13, este valor no es diferente al 14

gue encontramos en nuestro grupo control.

7.3.2 Efecto de la edad al tratamiento sobre la frecuencia de aneuploidias en

espermatozoides de pacientes tratados con MOPP.

El grupo de los pacientes tratados antes de la pubertad recibieron el tratamiento
antes de los 8 afos de edad, esto implica que su epitelio germinal no estaba en
division celular activa; mientras que el grupo tratado después de la pubertad lo

recibi6 después de los 13 afios para asegurar la division celular del epitelio



germinal. Hasta la fecha no hay estudios que evaluen las anormalidades
cromosomicas en espermatozoides de personas que hayan recibido tratamiento
antineoplasico de cualquier modalidad en edad prepuberal, los pocos estudios
realizados se han efectuado en individuos tratados en edad adulta con diferentes

tipos de cancer y con un numero reducido de donadores de semen.

El total de aneuploidias encontrado en el grupo de pacientes tratados después de
la pubertad fue mayor que el encontrado tanto en el grupo tratado antes de la
pubertad como en los sujetos sanos, sin embargo, no hubo diferencia estadistica
entre los grupos (Tabla 22). En los grupos estudiados no se encontré correlacion
entre la cantidad de QT recibida 6 entre recibir o no RT, y la frecuencia total de
alteraciones cromosémicas. Tampoco se encontré correlacion en cuanto a los
anos después de haber terminado el tratamiento y la frecuencia total de

aneuploidias.

Tanto las hiper como las hipohaploidias de los autosomas que se encontraron en
los espermatozoides de estos individuos son parecidas a las encontradas en los
sujetos sanos sin diferencias estadisticas. En ambos grupos de pacientes EH las
aneuploidias del cromosoma 21 fueron significativamente mayores a las
encontradas para el cromosoma 18 (p<0.05); en el estudio realizado por Thomas
et al (94), analizaron las aneuploidias en los espermatozoides de 3 pacientes EH
mayores de 36 afos tratados 2 y 5 afios antes con MOPP-ABV; encontraron una
frecuencia de disomia 21 de 0.20% mientras que para el cromosoma 18 fue de

0.04%; aunque en este trabajo en el grupo tratado después de la pubertad



encontramos frecuencias menores (dis21=0.07%, dis18=0.01%), la razén entre
una y otra alteracion fue semejante entre ambos estudios y es comparable con el
comportamiento de nuestro grupo testigo; por lo que se hace evidente la mayor

susceptibilidad del cromosoma 21 a sufrir eventos de no disyuncion.

Al analizar las aberraciones numéricas para los sexocromosomas, las obtenidas
en el grupo de pacientes tratados antes de la pubertad y las que presentaron los
sujetos de referencia, fueron menores a las encontradas en los tratados después
de la pubertad sin diferencia estadistica; sin embargo en este ultimo grupo las
disomias XY fueron mas elevadas con respecto al grupo de los individuos sanos y
a los tratados antes de la pubertad. Nuestros datos concuerdan con lo reportado
por Brandiff, Frias y Monteil que encuentran incrementos significativos con
respecto a su grupo de referencia, en la frecuencia de disomias XY en
espermatozoides de pacientes EH tratados con MOPP, NOVP Yy vinblastina
respectivamente (50, 58, 95). Se encontré que las nulisomias encontradas en el
grupo tratado después de la pubertad son equitativas con respecto a las disomias
de cromosoma sexual (Tabla 19). Se sabe que una division celular con un evento
de no disyuncion produce una célula con un cromosoma extra y por otro lado otra
célula en la que falta ese cromosoma, esto produce un equilibrio entre la cantidad
de células disdmicas y nulisbmicas para un mismo cromosoma; segun lo anterior,
se esperaria que las nulisomias para los sexocromosomas fueran equivalentes a
la suma de las células disébmicas; no obstante en el presente estudio encontramos
gue en el grupo control y en el grupo tratado antes de la pubertad las nulisomias

para los cromosomas sexuales son mas frecuentes que las células disomicas



(Tablas 11, 15), por lo que en este trabajo no podemos descartar la posibilidad de
gue por otro mecanismo diferente a la no disyuncién, como el rezago anafasico, se
produzcan mas células con nulisomia; tal es el caso del sujeto NLO9 quien
presentd una frecuencia de 34/10,000 para la nulisomia de cromosoma sexual,

mientras que las disomias fueron 12/10,000.

La frecuencia de diploidias fue ligeramente mayor en individuos tratados después
de la pubertad que en los pacientes tratados en edad prepuberal y en los sujetos
sanos pero sin diferencia estadistica. Vale la pena mencionar que existe una gran
variabilidad individual y que las desviaciones estandar encontradas entre los

individuos son muy amplias.

Al comparar los resultados de alteraciones complejas obtenidos para los grupos
estudiados, encontramos que los tratados después de la pubertad tuvieron una
frecuencia significativamente mayor que los tratados antes de la pubertad y los del
grupo testigo. Las alteraciones complejas encontradas en los tratados después de
la pubertad las conformaron células diploides que perdieron un cromosoma,
algunas con ganancia y en ocasiones muy raras la pérdida de mas de un
cromosoma en una célula haploide, este tipo de alteraciones concuerdan con las
reportadas previamente por Frias et al (58). Estos eventos son raros ya que para
producirse una trisomia o0 una monosomia en una célula diploide deben ocurrir por

lo menos dos errores diferentes, que pueden ser una falla en meiosis I, Il 0 ambas.

7.3.3 Clonas de células aneuploides.



Al ver el comportamiento de las frecuencias de aneuploidias y realizar la busqueda
de clonas, detectamos que tres pacientes tratados después de la pubertad
mostraron clonas anormales con disomia XY y uno de ellos ademas tuvo una
clona con disomia del cromosoma 21, uno de los pacientes tratados antes de la
pubertad presentd una clona disémica XY; el hecho de encontrar estas clonas,
apoya la propuesta de que el dafio que observamos en este trabajo se produjo en

las células madre de la linea germinal.

Es muy posible que estos eventos estén relacionados con la actividad proliferativa
del epitelio germinal, ya que son 3 de 4 pacientes tratados después de la pubertad
los que presentan clonas celulares aneuploides. El cuarto individuo no presenté
clonas anormales, aunque debe considerarse que con esta metodologia sélo
observamos alteraciones en 4 de los 24 cromosomas del complemento humano y
es posible que este individuo sea menos susceptible a la exposicion a estos
agentes o bien que sus sistemas de reparacion estén en mejor condicién, ya que
este paciente a pesar de haber recibido 6 ciclos de MOPP, tiene densidad
espermatica y frecuencia de aneuploidias normales. Muchos de los pacientes
tratados antes de la pubertad son azoospérmicos, uno de los seis que tuvieron

espermatozoides presentd una clona celular con disomia XY.

Uno de los objetivos de este trabajo fue conocer si la aplicacion de la QT antes de
la pubertad protege de la formacion de aneuploidias en los espermatozoides,

debido a que el epitelio germinal no esta en divisién celular activa en la infancia;



con los datos aqui obtenidos observamos que efectivamente hay mas alteraciones
cromosoémicas en los espermatozoides de pacientes que fueron tratados después
de la pubertad, pero en aquellos tratados antes hay una menor produccion de
gametos y esto también podria relacionarse con genotoxicidad de células
germinales, sin embargo con la metodologia utilizada en el presente trabajo no es

posible conocer esto.

La posibilidad de que un espermatozoide disomico fecunde a un 6vulo con
complemento cromosdémico normal, incrementa el riesgo de producir un individuo
con algun sindrome genético o bien un producto no viable. Al dividir la frecuencia
de clona disdbmica entre la frecuencia de disomia que present6 el grupo de los
sujetos sanos se calculd el cociente de incremento de riesgo (llamado en inglés
fold change), que tenga cada paciente para la clona presentada. De este modo
podemos decir que, por ejemplo el paciente tratado después de la pubertad
MOPPO3 tiene 2.9 veces mas riesgo de generar un embridon con sindrome de

Klinefelter que la poblacion sana (Tabla 24).

Tabla 24. Incremento en el riesgo de producir un individuo con sindrome
genético con respecto a los sanos, para cada paciente con clona aneuploide.

MOPPO03 MOPP17 MOPP02 MOPP23
Post Post Post Pre
Sindrome de
Klinefelter 2.9 3.9 3.3 2.7
Dis XY
Sindrome de
Down 4.2

Dis 21




7.4 Extrapolacién a Genoma Haploide.

Debido a que en los estudios de FISH se analizan sélo una parte del complemento
cromosomico, fue necesaria la extrapolacion de los resultados a genoma haploide

de acuerdo a la formula propuesta por Frias et al (58):

[frecuencia de aneuploidias de los autosomas / 2] x 22 autosomas +

frecuencia de aneuploidias de sexocromosomas + frecuencia de diploidias / 100.

Con la extrapolacion a genoma haploide encontramos que 1.9% de los
espermatozoides de los sujetos sanos tienen alteraciones cromosoémicas, esto es
semejante al 1.6% reportado por Brandiff (83) quien realizé el analisis
directamente sobre los cromosomas gaméticos de 9 individuos sanos; también es
semejante a lo reportado por diversos autores quienes analizan los

espermatozoides de sujetos sanos con FISH (51, 58, 92) (Tabla 25).

Tabla 25. Comparacion de aneuploidias totales obtenidas por otros autores
en espermatozoides de individuos sanos. Extrapolacién a genoma haploide.

Metodologia utilizada / Porcentaje de

Referencia - aneuploidias por genoma
cromosomas analizados ,
haploide
Brandiff, 1985. Hamster-humano 1.6
Todos los cromosomas
Bischoff, 1994. FISH/ X, Y, 1
3,4,6,78,10,12,16,17,18
Martin, 1993. FISH/ Y,15,16 2.4
Frias, 2003. FISH / X-Y-18-21 2.6

Presente trabajo FISH / X-Y-18-21 1.9




Al realizar la extrapolacion a genoma haploide de las aneuploidias encontradas en
los tres grupos estudiados, encontramos que los sujetos sanos tienen 1.9% de
células germinales con alteracion, 2.19% para los tratados antes de la pubertad y
2.15% para los tratados después de la misma (Tabla 26). Estos valores no son
diferentes entre si, aunque como se analizé anteriormente, aparecen clonas
aneuploides en tres de cuatro de los sujetos tratados después de la pubertad vs
uno de seis sujetos tratados antes de la pubertad, y el estudio realizado por Van
Hummelen (56) con dos metodologias de FISH, el mismo numero de pacientes y
los mismos numeros de células analizadas que en este estudio, indicaron una

proporcion de pacientes con clonas, exactamente igual a la nuestra (3 de 4).

Tabla 26. Comparacion de aneuploidias totales obtenidas en
espermatozoides de los grupos estudiados. Extrapolacién a genoma

haploide.
Sanos Prepuberales Postpuberales
1.9% 2.19% 2.15%

Estos datos sugieren que el epitelio germinal en divisiébn activa puede ser una
condicion que favorezca la accion genotdxica del tratamiento antineoplasico y
aunque es necesario estudiar un mayor grupo de pacientes tratados después de la
pubertad para confirmarlo, parece evidente que el tratamiento MOPP ademas de
eliminar el cancer, produce aneuploidias en las células madre germinales, ya que

encontramos alteraciones incluso 20 afios después del tratamiento esto concuerda



con lo reportado previamente sobre la Procarbazina, que junto con el Melfalan y la
Mitomicina C, es una de las tres drogas anticancerigenas que se ha comprobado
que induce dafio especifico a nivel de las células madre espermatogoniales (20).
Por otra parte, con las técnicas utilizadas no podemos estudiar la presencia de
alteraciones cromosdmicas estructurales y dentro del esquema MOPP, se sabe
gue la Mecloretamina (mostaza nitrogenada) es un agente alquilante que produce
mutaciones letales dominantes a nivel de espermatocitos, lo cual se ha
relacionado directamente con aberraciones cromosomicas inestables presentes en
espermatozoides, por otro lado se sabe que las translocaciones cromosomicas
presentes en los gametos masculinos son heredables directamente al embrion y
esta caracteristica es compatible con la vida (96); debido a esto es necesario
realizar estudios en donde se realice la busqueda de alteraciones cromosdémicas
estructurales para conocer mas acerca de los efectos adversos de los tratamientos

y la situacion genética en la que quedan estos pacientes.



8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Este trabajo proporciond informacion sobre la condicién en la que quedan los
pacientes sobrevivientes a EH en nuestro pais, luego de haber recibido
tratamiento antineoplasico con MOPP, el cual es considerado altamente eficiente
para eliminar este linfoma. Encontramos que la calidad de semen se deteriora
significativamente en los pacientes tratados, sin importar si la terapia la recibieron
antes o después de la pubertad, lo cual les produce infertilidad, que en la mayoria
de los casos no ha revertido aun 20 afnos después de terminada la terapia; otros
mas afortunados son subfértiles quizas con mayor posibilidad de recuperacion y
con el uso de técnicas de fertilizacion asistida es probable que puedan concebir un

hijo.

La hipdtesis de este trabajo fue que el tratamiento antineoplasico iba a producir
una menor citotoxicidad en los individuos tratados antes de la pubertad; sin
embargo observamos que no confiere ninguna ventaja biolégica el hecho de que
las células germinales no se encuentren en division celular activa y aunque
captamos pocos pacientes tratados después de la pubertad, encontramos que la
QT es igualmente toxica para las células en division que para las que estan en

reposo.

El estudio de las aneuploidias aportd informacién acerca de cual es la condicién

genética en la que se encuentran los espermatozoides de los pacientes luego de



haber recibido QT. Al extrapolar los datos encontrados a genoma haploide total
encontramos que los donadores sanos tienen el porcentaje mas bajo de
espermatozoides con aneuploidias (1.9%), mientras que los pacientes tratados
antes y después de la pubertad mostraron solo un ligero incremento, a expensas

sobre todo de un aumento en las disomias XY.

Encontramos que algunos cromosomas como el 21 y los cromosomas sexuales
tienen mayor susceptibilidad a la no disyuncidon, y que la mayor parte de los

errores que aqui encontramos se produjeron en la primera division meidtica.

El dafio genotdxico que genera clonas anormales, se encontro tanto en pacientes
tratados antes de la pubertad como en los tratados después, pero fue mas
frecuente en estos ultimos, esto aunado a las diferencias significativas
encontradas en la presencia de disomia XY y de alteraciones complejas, permite
pensar que el dafo genotoxico detectado por esta metodologia indica una mayor

susceptibilidad del epitelio germinal en division activa.

Con esta metodologia no es posible detectar alteraciones cromosomicas
estructurales, no obstante es importante en un futuro buscarlas intencionadamente
en las células germinales de estos pacientes para determinar si existen diferencias

en el dano producido a este nivel.



Con todo lo anterior es posible que estos pacientes tengan un asesoramiento
genético adecuado y puedan acceder a los diferentes cuidados prenatales y a las

metodologias de diagndstico prenatal para lograr concebir un hijo sano.

Los estudios de induccion de aneuploidias en poblaciones expuestas son
complicados debido a problemas de dosis recibidas, variabilidad y susceptibilidad
individual, sin embargo son de mucha utlidad debido a la informacion

epidemiologica que proporcionan.

Los riesgos reproductivos de los pacientes expuestos a quimioterapia MOPP son
muchos ya que no sélo ponen en riesgo su fertilidad préxima y a largo plazo. La
posibilidad de producir clonas aneuploides incrementa de manera importante el
riesgo de tener descendencia con alteraciones cromosomicas, que de llegar a

término, pueden reducir significativamente la calidad de vida de ese producto.
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Anexo 1
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NP Instituto Nacional de Pediatria

EFECTOS GENOTOXICOS SECUNDARIOS AL TRATAMIENTO ANTINEOPLASICO EN
SUPERVIVIENTES MASCULINOS CON ENFERMEDAD DE HODGKIN

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Fecha
Nombre
Edad

1. El que suscribe voluntariamente acepto donar una muestra de semen y una muestra de
20 ml de sangre para ser utilizadas exclusivamente para propésitos de investigacion y la
muestra de semen no sera usada para fertilizar ningun évulo humano.

Mi participacion en este estudio no implica ningun tratamiento médico.

Se me ha informado que las muestras donadas se usaran para realizar investigacion,

especificamente en semen, se determinara la cantidad de semen, el numero, forma y

motilidad de espermatozoides. Tanto en sangre como en semen, se determinara el

namero y el tipo de anormalidades cromosdmicas que se encuentren en las células de las
muestras.

4. La Dra. Sara Frias Vazquez sera la responsable de la investigacion de que las muestras y
la informacion que estoy aportando se manejen de manera confidencial. se
responsabiliza de que las muestras se manejen codificadas (sin saber el nombre) y que
si se utlizan en futuras investigaciones o publicaciones siempre se mantendra el
anonimato.

5. Entiendo que este estudio puede no tener beneficios directos para mi, pero puede
contribuir al conocimiento de los efectos que tiene la exposicién a medicamentos para
tratar el cancer.

6. Se me ha informado que se me entregara una copia de esta carta de consentimiento y
gue si tengo alguna queja sobre el manejo de muestras o informacién, podré dirigirme al
Dra. Victoria del Castillo, Jefa del Departamento de Investigacion en Genética Humana
del INP, al teléfono 10 84 09 00 ext. 1331, para presentar mi queja.

wnN

Firma del donador

Testigo (hombre y firma)

Médico Tratante (nombre y firma)

Responsable del Proyecto: Dra.Sara Frias Vazquez




Anexo 2

Cuestionario de tamizaje

1. Fecha de nacimiento

Dia/mes/ano

2. Fuma? Si No

Cuantos cigarrillos por dia en los ultimos 6 meses.

3. Ha tenido fiebre de mas de 38°C en los ultimos 6 meses?

Si No

4. Qué enfermedades ha tenido en los ultimos 3 meses

5. Tiene vasectomia? Si No

6, Ha padecido o se le ha practicado:

a) Testiculos no descendidos? Si No

b) Varicocele (venas varicosas en escroto)?  Si No

c) Otra enfermedad urinario o genital? Si No

Especifique

d) Alguna enfermedad enddcrina u hormonal?  Si No

Especifique

e) Cancer Si No
Especifique:
Tipo

Quimioterapia

Radioterapia




7, Se hatomado radiografias, o practicado algun examen que involucre radiacion
en los 3 ultimos meses? Si No

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

9. ¢ Tiene algun problema de fertilidad? Si No
Si es informativo, especifique

10. ;,Se le ha hecho una trensfusién sanguinea en los ultimos tres meses?
Si No

Especifique la razén




CRITERIOS DE EXCLUSION DE ACUERDO AL ANEXO 2.
CUESTIONARIO DE TAMIZAJE

Pregunta:

1. Menor de 18 afos, se excluye.

2. Sifuma mas de 5 cigarrillos al dia, se excluye.

3. Si es positiva, esperar tres meses para tomar muestras.

4. Si ha tenido enfermedades virales y/o de transmision sexual en los ultimos tres
meses, esperar para tomar muestras. En caso de SIDA, se excluye.

5. Afirmativo, se excluye.

6. Afirmativo, se excluye. La excepcion seria que el cancer fuera EH, con lo que
Se incluiria como paciente.

7. Afirmativo, esperar para tomar muestras.

8. Y 9. Sise sospecha alguna enfermedad de origen cromosémico, se excluye.

10. Afirmativo, esperar para tomar muestras.



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. Edo. Civil

o soltero

o casado

O union libre

o separado

o divorciado

o viudo

6. Has estado en contacto con algun agente quimico o radioactivo en los ultimos 3
meses.

a no
a Si

Con cuales agentes has tenido contacto

7. Fumas regularmente?
a no
Q Si

8, Anota el numero promedio de cigarros por dia, fumados durante los ultimos 5
anos;

9. Tomas bebidas alcohdlicas regularmente
o no
Q 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



10. Tomas Drogas regularmente?
o no
Q Si

Qué tipo de drogas y con qué frecuencia

11, Tomas bebidas que contienen cafeina
o no
o si

12. Aparte de enfermedad de Hodgkin ;qué enfermedades has padecido?

No Si
Diabetes o o
Transtornos de la tiroides o o
Hepatitis o o
Convulsiones/epilepsia o o
Has tomado algun medicamento Q o
durante los tres ultimos meses
Menciona que medicamentos Porqué razén lo tomaste

Cuantos dias

PwpNdPE

13. 4 En los ultimos tres meses se te ha practicado algun examen radiolégico?

o no
a Si

¢ Qué tipo de examen?




14. ;Algun familiar tuyo (o de tus padres) nacié con algun defecto, o enfermedad

hereditaria?
o no
a Si

¢ Cual (andtalo)?

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

Testiculos sin descender al nacimiento.
Varicocele.

Fimosis.

Infeccién de vias urinarias.
Enfermedades de transmisién sexual.
Paperas.

Cuando presentaste papera ¢presentaste inflamacién dolorosa de los
testiculos.

Secrecidén anormal por el pene?.
Sensacion de ardor al orinar?
Dolor severo o hinchazén de los testiculos que requiridé tratamiento

médico?

16. Has tratado por mas de 12 meses de concebir un hijo.
no
si, en los ultimos 12 meses.
si, antes de los ultimos 12 meses.

Cuando? 19 )

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

HRERERERNEN

no[ ]
no[ ]
no[ ]
no[ ]
no [ ]

no

HEN

no[ ]
no[ ]

no




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

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

19 Has presentado fiebre de 38°C o mayor durante los ultimos 3 meses
o no
Q Si

Hace cuanto tiempo presentaste fiebre dias

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

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

22. Queé tipo de ropa interior utilizaste en los ultimos 3 meses:
o boxer.
o Pants
a Ninguna
o Otra especificar).

23. Durante los ultimos 3 meses has usado sauna o banos de tina
a no
a sSi

Cuantas veces al mes? veces al mes.
Cuanto has durado en promedio minutos.



Para ser llenado por el médico. FAVOR DE LLENAR LOS
SIGUIENTES DATOS DE ACUERDO AL EXPEDIENTE DEL PACIENTE.

Expediente #:

Fecha de Nacimiento:

Edad al Diagnéstico: Enfermedad 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 o fotocopia del expediente)

Fecha de Inicio de Radioterapia:

Dosis Aplicada y Zona de Aplicacion:

Fecha de término de quimioterapia:

Observaciones:

Médico Tratante (Nombre y Firma):



Anexo 4. Soluciones.

Tris HCI 1M pH 7.8

15.76 g de Tris (Trizma hydrocloride) SIGMA

97 ml de agua destilada estéril, ajustar a pH 7.8

Aforar a 100 ml con agua estéril. Conservar en refrigeracion.

DTT 10 mM

0.0617 gr de DTT (dithiothreitol) SIGMA

36 ml de agua destilada estéril

4 ml de Tris HCI 0.1M pH 7.8

Disolver por completo y mantener la solucién en hielo. Usar nueva para cada ensayo.

LIS 4mM

0.0633 gr de LIS (3,5-acido diyodosalicilico) SIGMA
36 ml de agua destilada estéril

4 ml de Tris HCI 0.1M pH 7.8.

Disolver por completo. Usar nueva para cada ensayo.

Formamida 70%/2XSSC pH 7.0

35 ml de formamida (ONCOR, GIBCO)

5 ml de solucion 20XSSC

7 ml de agua destilada esteril

Ajustar pH 7.0 y aforar a 50 ml con agua estéril. Conservar a 4°C por un mes

Formamida 50%/2XSSC pH 7.0

25 ml de formamida (ONCOR, GIBCO)

5 ml de solucion 20XSSC

15 ml de agua destilada

Ajustar pH 7.0 y aforar a 50 ml con agua estéril. Conservar a 4°C por un mes.

Solucién 20XSSC
132gr 20XSSC (solucidn salina de Citrato de Sodio)

400 ml de agua destilada estéril
Ajustar pH 5.3, aforar a 500 ml con aguan destilada y filtrar.

Solucién2XSSC

360 ml de agua destilada estéril
40 ml de solucion 20XSSC
Ajustar pH 7.0

DAPI/Vectashield
0.1ul de DAPI stock + 2000 ul de Vectashield (VECTOR)
Tomar 7-9 pl por laminilla. Conservar en Congelacion cubierto de la luz.



Anexo 5
Hoja de captacion de datos para espermatozoides anormales.
CYTOSCORE, LLNL.

==

Al el Ve B R L e o s S—

File/Photo # |File Name second Opinior: | Ed Sloter % |

Anomaly | None Selected 2|
[l Distance <= 0.5 [Except for YY phenotypes]

[l Domain sizes differ
] Domaimn intensities differ
[l Domain sizes differ from surrounding cells

(] Other [ NextPage |

- Page |

Tail [ Tail present $)
Cell Shape | Round Y|
Domains | Domain sizes ares.. = |
Domain Dist. | 1.51 - 2.0 | &)
Hook | Hook present 3

‘ Page 2 ’ _0"__1[;-"_"1
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