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Abstract— Hodgkin's lymphoma is a derivative of B cells and one of the most common cancer. The current treatment
chemotherapy this disease is ABVD (Adriamycin, Bleomycin, Vinblastine and Dacarbazine) having 60% efficiency. The
treatment increases the risk of abnormal reproductive outcome. The purpose of this study was to assess the seminal quality
and frequency of chromosomal abnormalities in patients with Hodgkin lymphoma treated with ABVD. The analysis was
performed by direct spermatobioscopy to evaluate semen quality, and multicolour FISH assay, using several specific DNA
probes simultaneously. The results show genotoxic damage as evidenced like numerical and structural chromosomal
aberrations. Partial recovery of the male germinal epithelium. We conclude that lymphoma Hodgkin's survivors treated with
ABVD regime presented chromosomal instability in sperm. The most important limitation in this study was access to
samples from patients with Hodgkin's lymphoma.

Keyword— Chromosomic aberrations, cancer, sperm, multicolour FISH assay, genotoxicity.

Resumen— EI linfoma de Hodgkin es un cancer derivado de linfocitos B, es uno de los mas comunes. El tratamiento
actual de quimioterapia es Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina y Dacarbazina (ABVD), posee 60% de efectividad. Sin
embargo, los efectos secundarios, aumentan el riesgo de resultados reproductivos anormales. El objetivo fue evaluar la
calidad seminal y la frecuencia de anomalias cromosémicas de pacientes con Linfoma de Hodgkin tratados con ABVD. El
analisis fue realizado mediante espermatobioscopia directa para evaluar la calidad seminal y ensayo de Hibridacion In Situ
Fluorescente multicolor, usando varias sondas de ADN simultdneamente. Los resultados muestran dafio genotdxico
evidenciado como aberraciones cromosomicas y recuperacion parcial del epitelio germinal. Los individuos sobrevivientes
al cancer presentan inestabilidad cromosémica en espermatozoides. La limitacion mas importante en este estudio fue el
acceso a muestras de los enfermos de Linfoma de Hodgkin.
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. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en 2012
hubo 14 millones de nuevos casos [1]. El linfoma de Hodgkin (LH) es una entidad neoplésica de las
células que existen en el tejido linfoide, concretamente en los ganglios linfaticos. Sin embargo, también
puede afectar organos tales como bazo, higado, pulmon, y medula ésea [2,3]. El LH es un cancer
derivado de linfocitos B maduros que experimentan pérdida de su fenotipo y muestran una inusual co-
expresion de marcadores de diferentes celulas hematopoyeticas como CD15+, CD30+, CD45+, CD79a+
[3]. Este padecimiento presenta una curva de incidencia bimodal para la edad: el primer pico ocurre en
individuos de entre 15 y 25 afios, y el segundo en adultos de mas de 50 afios [2].

Actualmente los paises en vias de desarrollo han mostrado una alta incidencia en nifios menores de
15 afos. Esto representa solo un leve incremento a lo largo de la adolescencia y juventud [4]. La tasa de
supervivencia de 5 afios del LH es de 95% para los nifios (edades de 1 a 14 afios) y 94% para los
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adolescentes (edades de 15 a 19 afios), con una sobrevivencia de 10 afios [5]. 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, cuya media de edad en la poblacion infantil es
de 8 afos [6].

Debido al progresivo incremento en la supervivencia del paciente oncoldgico, derivado de los
avances en el diagnostico y tratamiento del cancer surgen cuestionamientos relacionados con los efectos
secundarios, pues se ha reportado que estos farmacos contienen conocidos mutagenos, que dafian las
células de la linea germinal [7].

Este hecho implica un potencial riesgo genético debido a que las anormalidades cromosomicas
transmitidas a través de gametos estan asociadas con pérdida de embarazo, mortalidad infantil,
malformaciones congénitas, infertilidad y desordenes genéticos, incluyendo al cancer [8]. El esquema de
poliquimioterapia denominado ABVD (adriamicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina) de mayor uso
en la actualidad para el tratamiento de LH, es menos gonadotoxico con recuperacion hasta del 100% [9],
en relacion con otros como MOPP (mostaza nitrogenada, oncovin (vincristina), procarvacina y
prednisona).

Estos farmacos tienen mecanismos de accion bien definidos dentro de la célula. Los denominados
clastdégenos, dafian directamente la cadena de ADN interfiriendo con la sintesis o replicacién del
material genético (adriamicina, bleomicina, dacarbazina). Mientras que los aneuploidégenos afectan
estructuras accesorias para la replicacion del genoma (microtabulos del huso mitotico, en el caso de la
vinblastina). Todos ellos muestran efectos profundos Yy duraderos en la funciéon gonadal, tanto la
produccién de células germinales como la funcion endocrina pueden verse afectadas [9,10]. A pesar de
ello, la magnitud del dafio por antineoplasicos varia segin el agente, dosis y edad del paciente, al
momento del tratamiento [9].

Para estimar la severidad del impacto en la funcién reproductiva del varon el analisis seminal
contina siendo la herramienta basica. El andlisis de semen debe practicarse e interpretarse como se
sefiala en los lineamientos del Manual de Laboratorio de la Organizacion Mundial de la Salud [11,12]
que ha publicado sucesivas ediciones del “Manual para el Examen del Semen Humano y la Interaccion
Moco Semen” 1980, 1987, 1992, 1999 y 2010 [13]. Las cualidades que se evaliian son: aspecto o color,
olor, licuefaccion, viscosidad; las cuantificables son: volumen, pH, concentracion espermatica y nimero
total de espermatozoides (densidad espermaética por ml y densidad espermatica por volumen total
eyaculado), movilidad, vitalidad y morfologia espermatica (Tabla 1) [12]. En adicidn debe realizarse un
andlisis mas profundo, pues se ha comprobado que la densidad celular y morfologia (parametros
determinantes de una adecuada calidad seminal) no siempre estan correlacionadas con determinaciones
basadas en la integridad del DNA, en la condicion haploide del esperma [14,15].
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Tabla 1. Valores de referencia para espermatobioscopia reportados por la OMS [12]

Valor de referencia

Licuefaccion (min) Total en 60
pH 72-78
Volumen (ml) 2.0
Concentracién espermatica 20
(106 células/ml)

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

Un método efectivo para el estudio de los efectos genotoxicos de la quimioterapia es la técnica
molecular, hibridacion in situ fluorescente multicolor (M-FISH) [7,8]. La técnica FISH multicolor AM8
(Tabla 2), es una adaptacion para la deteccion simultanea de espermatozoides portadores de anomalias
cromosémicas numéricas, asi como dos grandes categorias de anormalidades estructurales: (1)
duplicaciones y (2) deleciones cromosomicas parciales [10]. Los cromosomas espermaticos en
mamiferos han sido extremadamente dificiles de estudiar debido a que la cromatina esta altamente
condensada en un estado inactivo y ultracompactada por puentes disulfuro intra- e inter-protaminas, por
lo que resulta sumamente laborioso y dificil analizarlos por métodos de bandeo citogenético
convencional [12,16]. El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad seminal y la frecuencia de
anomalias cromosomicas de pacientes con LH tratados con quimioterapia ABVD.

Tabla 2. Aberraciones estructurales y numéricas establecidas mediante el ensayo de FISH-multicolor AM8 [14].

anoe Anomalia Fenotipo Representacion grafica
Ccromosomico
Aos e -

Delecion OMS8 ©\/
Estructural

e o
Duplicacién AAMS @\/
Ao oo
Aneuploidia AMSS @\/

Numérico N .
Disomia AAMMSS8 @\/
Nulisomia 000 Q\/
No hay Ninguna AMS ®\/

II. MATERIALES Y METODOS
Tamario de muestra
e Se Trabajo con 7,702 espermatozoides de dos pacientes jovenes del departamento de

Hematologia, del servicio en Oncologia del Hospital General de México, diagnosticados con LH y
tratados con poliquimioterapia ABVD y, con 5000 espermas de hombre sano (control, sin
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antecedentes clinicos). Todos autorizaron su participacion a través de una carta de consentimiento
informado antes de su inclusion al protocolo de investigacion. Las muestras de liquido seminal se
obtuvieron al menos 6 meses después de terminar el tratamiento.

e El analisis de semen fue realizado de acuerdo con el Manual de Laboratorio de la OMS (1999)
[12]. Las muestras fueron clasificadas en: NL (Normal o estandar) cuando los parametros
seminales del donador expresan valores superiores o iguales a los valores de referencia; y NN (No
Normal o no estandar) cuando estos parametros expresan valores inferiores a los de referencia.
Los determinantes son la densidad y la morfologia espermatica.

Preparacion de la muestra espermética

e Las muestras seminales se fraccionaron posterior a su recoleccion y se almacenaron a -20°C, hasta
su uso. Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y homogenizaron gentilmente con
pipeta Pasteur, un volumen de 5-7 ul de semen, se realizaron frotis (Figura 1a), y se dejaron secar
a temperatura ambiente de 24 a 48 horas en una superficie limpia, protegida del polvo. Se
elaboraron dos laminillas por individuo

Hibridacion in situ fluorescente

e Esquema de sondas para FISH AM8 (Tabla 2, y Figura 1f).
e Sonda 1Cen eprectro rojo (Vysis) [A]

e Sonda 1p36 espectro verde (Sure Fish) [IV]

e Sonda 8Cen espectro amarillo (Vysis) [ ]

a) Descondensacion del ndcleo espermatico

Se fijo el frotis en metanol al 100%, se dejo secar a temperatura ambiente por 24 horas.
Posteriormente la laminilla se introdujo en DTT (DL-ditiotreitol, Sigma-USA), y LIS (3,5-acido
diiodosalisilico, Sigma-USA), para descompactar el ADN (Figura 1b). Se dejé secar a temperatura
ambiente de 30-60 min, posterior al secado se revisaron en el microscopio, y se delimitd la zona de
hibridacion.

b) Desnaturalizacion e hibridacion de sondas comerciales y ADN espermatico

Se desnaturaliz6 ADN espermatico (Figura 1c) en solucién formamida (FA) [70%/2 X SSC a 78°], se
transfirieron a una serie de alcoholes (etanol frio) (70%, 85% y 100%). Simultdneamente se
desnaturaliz6 la mezcla de sondas comerciales a 78°C, inmediatamente se aplicO sobre la zona de
hibridacién (ADN espermatico), sin generar burbujas y se sell6 la laminilla. Para la hibridacién (Figura
1d), se colocaron en una camara humeda preincubadas a 37°C, por 36-48 horas, en obscuridad .

c) Lavados post-hibridacion y contraste

Las laminillas se retiraron de la camara himeda, y se les removi6 el cubreobjetos. Se realizaron
lavados (Figura 1e) en una serie de soluciones salinas en un gradiente de temperatura (45°, 37°y 25°C) y
se aplicd medio de contraste y contra-tincibn DAPI/Vectashield para su posterior evaluacion, en el
microscopio de fluorescencia (Tabla 2).

d) Evaluacion de laminillas

Se observo cada laminilla al microscopio con sistema de fluorescencia a 100X con los siguientes
filtros: Texas red, FITC (simples); doble (FITC/Texas red) y triple banda (DAPI/FITC/Texas red). Bajo
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estrictos criterios de discriminacion de aberraciones, tanto numéricas como estructurales [17] (Figura 1f)
y (Tabla 2).

Analisis estadistico

Se aplicé Ji?, para cotejar la frecuencia de aberraciones cromosémicas entre espermas provenientes
de individuos con quimioterapia y control (sin quimioterapia); Z para proporciones para los porcentajes
espermatozoides malformados (teratozospermia); con p< 0.05 para establecer diferencias significativas.

Hibridacioén in situ fluorescente en células espermaticas (FISH AMS)

a) Preparacion y fijacién del
material biclégico

b) Descondensacion W.{ /5
del nucleo o
espermatico ’

,,,,,,,,,

C) Desnaturalizacion del
ADN espermatico y sonda

L - T IT T3
TAGATC TASATCCT
r e X - - A;"T'Aols*
ATCTASSA 11 1 1% 143
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e) Lavados f) Interpretacion
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Figura 1. Esquema de procedimiento para FISH-M AMS8 en esperma [21].
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I1l. RESULTADOS

En la tabla 3 se presentan los datos clinicos de los participantes, asi como los valores para establecer
calidad seminal, y los porcentajes de aberraciones cromosomicas tanto numericas como estructurales,
obtenidos de las evaluaciones con el método FISH-multicolor. Como se observa las edades de los
participantes son semejantes con una media de 24 afos, hay variaciones en el estadio de la enfermedad,
el tratamiento y su dosificacion, el cual esta en funcion del avance del proceso canceroso. El tiempo sin
tratamiento de los donadores participantes, fue en promedio de 13.5 meses.

De la calidad seminal (Tabla 3), la densidad espermaética de los pacientes con linfoma de Hodgkin
NL190 y NN177 tratados con quimioterapia ABVD, estd dentro de los valores de referencia (OMS,
1999) [12] de 20 a 200 x10°élulas/ml, lo que significa que los pacientes con LH, han recuperado su
cuenta espermatica, es decir no se observa efecto citotoxico; en relacion a la morfologia espermatica (el
estandar es 15% de formas normales, 75% de formas anormales, Tabla 1), se observo que el porcentaje
de teratozoospermia (formas anormales®) en el individuo NN177 con LH y quimioterapia ABVD, es
mayor (88%) que el control o estandar NL-111 (78%), presenta el 11.5 % de formas normales, y el valor
de referencia es de 15%, presentando mala calidad seminal.

Tabla 3. Datos clinicos, calidad seminal y aberraciones cromosémicas de sobrevivientes a linfoma de Hodgkin

Edad de Tratamiento / Tiempo Densidad Total
Paciente Diagnostico Dosificacion sin (10%spermas Teratozoospermia® ACN ACE Espermatozoides
(afios) / ABVD exposicion / I’?ll) (%) (%) (%) P (N)
estadio (meses)
Control
NL-111 24 -- - 154 78 0.44 0.34 5000
NL-190 55 /1A 8 dosis 16 62.5 725 0.88* 0.52* 2702
LH 4 ciclos
NN-177. 26/IVA 12 dosis 11 27.0 88.5 ® 115% 1.76% 5000
LH 6 ciclos
Media 24 135 4234

ACN y ACE, aberraciones cromosomicas numéricas y estructurales. ™ p < 0.05 Z para proporciones; Ji* *p < 0.025; **p < 0.001.

En relacién con las aberraciones cromosémicas numéricas (ACN), se ley6 un promedio de cuatro mil
espermas por muestra, donde los enfermos con LH y tratamieto ABVD, NL190 y NN177, mostraron
una frecuencia significativamente (p< 0.025) mayor (0.88%, 1.115%) que el control (0.44%); las ACN
mas frecuentes fueron disomias (cromosomas 1 y 8). Asi mismo, las aberraciones cromosémicas
estructurales (ACE), de los pacientes con LH, mostraron un incremento (0.52% y 1.76%) significativo
(p< 0.025 p< 0.001) mayor que el control (0.34%). En estos casos las ACE mas frecuentes fueron las
duplicaciones (region 1p36) (datos no se muestran).
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IVV. CONCLUSIONES

Con base en los resutados de calidad seminal, no se observo efecto citotdxico en los sobrevivientes al
Linfoma de Hodgkin. Con los resultados de aberraciones cromosOmicas tanto numéricas como
estructurales, se evidencia efecto genotdxico, asociado a inestabilidad cromosomica, que implican riesgo
reproductivo potencial, debido a que las anormalidades cromosémicas transmitidas a través de gametos
estan asociadas a pérdida de embarazo, mortalidad infantil, malformaciones congénitas, infertilidad y
desordenes genéticos, incluyendo el cancer.
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