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Objetivo

Estudiar la funciéon gonadal en varones supervivientes
de leucemia linfoblastica aguda (LLA) y enfermedad de
Hodgkin (EH).

Pacientes y métodos

Se estudiaron 13 varones pospuberales (estadio V de
Tanner), 9 con LLA y 4 con EH, que habian recibido poli-
quimioterapia durante el periodo prepuberal. El grupo
control lo constituyeron 13 varones voluntarios de edad
similar y de desarrollo puberal completo. Se determino:
tamaifio testicular, espermiograma, valores séricos de
hormonas foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH),
basales y tras estimulo con GnRH (hormona liberadora
de gonadotropinas), y testosterona basal (T1). Se consi-
der6 que existia dafio del epitelio germinal cuando se en-
contrd, al menos, uno de los siguientes criterios: a) oli-
gospermia/azoospermia; b) aumento de FSH basal o tras
GnRH, o ¢) reduccion del volumen testicular. Se conside-
ré que existia lesion de las células de Leydig cuando los
valores plasmasticos de testosterona basal se encontra-
ron disminuidos, o los valores de LH, basales o tras esti-
mulo, aumentados.

Resultados

Los pacientes diagnosticados de EH presentaron una
clara alteracion de la funciéon germinal y, en menor me-
dida, de la funcion de las células de Leydig, con diferen-
cias significativas respecto al grupo control (p < 0,001)
en: pico de FSH (19,7 + 18 frente a 4,8 + 1,8 mU/ml), pico
de LH (49,2 * 31 frente a 33,4 + 10,0 mU/ml), testosterona
(4,1 £ 0,6 ng/ml frente a 5,9 + 0,3 ng/ml) y volumen testi-
cular (16,6 + 2,8 frente a 22,5 + 2,4 ml). De los 4 pacientes
con EH, tres presentaron azoospermia y uno oligoesper-
mia. Los pacientes supervivientes de LLA no presentaron

diferencias significativas en ninguno de los parametros
bioquimicos y clinicos con el grupo control, si bien, de
los 9 pacientes estudiados, dos presentaron oligosper-
mia.

Conclusiones

Los protocolos quimioterapicos empleados en el trata-
miento de la EH y la LLA producen una elevada inciden-
cia de dafio germinal y de alteracién subclinica de las cé-
lulas de Leydig en los varones con EH; mientras que en
los pacientes diagnosticados de LLA se encuentra sdlo
una afectacion leve de la linea germinal. El estado prepu-
beral no protege los testiculos del efecto nocivo de la qui-
mioterapia.

Palabras clave:
Funcion gonadal. Quimioterapia. Enfermedad de
Hodgkin. Leucemia linfobldstica aguda.

ALTERATIONS IN GONADAL FUNCTION IN
POST-PUBERTAL MALE SURVIVORS OF ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA AND HODGKIN’S
DISEASE

Objective
To study gonadal function in male patients surviving acu-
te lymphoblastic leukemia (ALL) or Hodgkin’s disease (HD).

Patients and methods

Thirteen postpubertal males were studied (Tanner sta-
ge V), 9 with ALL and 4 with HD, who had received poly-
chemotherapy during the pre-puberal period. The con-
trol group was composed of 13 male volunteers of simi-
lar ages and with complete pubertal development.
Testicular size, spermiogram, serum levels of follicle-sti-
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mulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH)
before and after stimulus with gonadotropin-releasing
hormone (GnRH), and serum testosterone levels were de-
termined. The germinal epithelium was believed to be da-
maged when at least one of the following criteria was pre-
sent: 1) oligospermia/azoospermia, 2) increase in serum
FSH levels before or after GnRH, or 3) reduction in testi-
cular volume. Lesions in Leydig's cells were thought to
exist when serum testosterone levels were reduced or
when serum LH levels, before or after stimulus, increased.

Results

Patients with HD presented clear alterations in germinal
function and, to a lesser degree, in the function of Leydig’s
cells. Significant differences compared with the control
group (p < 0.001) were found in peak FSH (19.7 + 18 vs 4.8
+ 1.8 pUI/mL), peak LH (49.2 * 31 vs 33.4 + 10.0 pUI/mL),
serum testosterone (4.1 + 0.6 vs 5.9 + 0.3 ng/mL) and testi-
cular volume (16.6 + 2.8 vs 22.5 + 2.4 mL). Of the four pa-
tients with HD, three presented azoospermia and one oli-
gospermia. No significant differences in any of the clinical
or biochemical parameters studied were found in patients
surviving ALL compared with the control group, but two of
the nine patients studied presented oligospermia.

Conclusions

The chemotherapy protocols used in the treatment of
HD and ALL produced a high incidence of germinal cell
damage and subclinical alterations in the Leydig’s cell
function in males with HD. In patients with ALL, the ger-
minal line was only mildly affected. Prepubertal state do-
es not protect the testes from the harmful effects of che-
motherapy.

Key words:
Gonadal function. Chemotherapy. Hodgkin's disease.
Acute lympboblastic leukemia.

INTRODUCCION

La mayor supervivencia actual de los pacientes con
enfermedades malignas hace que las posibles secuelas
de la terapia adquieran mayor relevancia. Spitz et al!
describieron por primera vez el dafo testicular en hu-
manos secundario al tratamiento quimioterapico. Las go6-
nadas masculinas parecen ser mas sensibles a la qui-
mioterapia que las gonadas femeninas®3; si bien, estu-
dios recientes indican la existencia de una alta
incidencia de disfuncién gonadal en nifas con enferme-
dad de Hodgkin (EH) tratadas con quimioterapia®.

Los agentes quimioterdpicos que producen con mayor
frecuencia y gravedad una disfuncién gonadal en los va-
rones son: ciclofosfamida, clorambucilo, mustina, busul-
fan y procarbacina. La ciclofosfamida es el agente que
mis se ha relacionado con la disfuncion gonadal, sien-
do su efecto nocivo dosis dependiente®. Como conse-
cuencia de la mayor sensibilidad del epitelio germinal a
los quimioterapicos, las lesiones que provocan éstos
afectan preferentemente a estas células y, con menor
frecuencia y gravedad, a las de Leydig®”. Las células ger-

minales son las responsables de la espermatogénesis y de
la fertilidad, mientras que las células de Leydig sintetizan
testosterona, necesaria no solo para la induccién y mante-
nimiento de los caracteres sexuales secundarios, sino tam-
bién para permitir la espermatogénesis. Estas células go-
nadales estan sometidas a regulacion hormonal, de forma
que las germinales son controladas, principalmente, por la
hormona FSH v las de Leydig por la LHS.

Se ha postulado que la etapa prepuberal serfa un fac-
tor de proteccion frente al dano gonadal inducido por la
quimioterapia®1?; sin embargo, estudios recientes no pa-
recen confirmar esta hipétesis!'!12.

La supervivencia de la EH en pacientes pediatricos es
superior al 90% a los 5 afos; sin embargo, este buen
pronostico no esta exento de secuelas a largo plazo, co-
mo es, entre otras, la disfuncion gonadal secundaria a la
quimioterapia'3. La supervivencia en la leucemia linfo-
blastica aguda (LLA) se sitGa en torno al 70% a los
5 anos y, como en la EH, se acompana de efectos se-
cundarios a largo plazo; aunque la incidencia de disfun-
cién gonadal es mucho menor> 4.

El objetivo de este estudio ha sido investigar la fun-
cién gonadal en pacientes supervivientes de LLA y EH
que finalizaron su tratamiento poliquimioterdpico antes
del inicio del desarrollo puberal, no sélo para determi-
nar las posibles alteraciones sino también para evaluar
el hipotético efecto protector sobre la génada de la fal-
ta de desarrollo puberal.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se incluyeron en el estudio sélo aquellos que habian
completado el tratamiento poliquimioterdpico en el pe-
riodo prepuberal (estadio I de Tanner), que carecian de
cualquier antecedente de enfermedad testicular y que
habfan completado su desarrollo puberal (estadio V de
Tanner) en el momento de la realizacién del estudio®.
Tras la obtencion del correspondiente consentimiento
informado, tanto de los padres como de los propios su-
jetos, se incluyeron en el estudio un total de 13 pacien-
tes, 9 con LLA y 4 con EH. El grupo control lo constitu-
yeron 13 varones voluntarios de edad similar y con de-
sarrollo puberal completo.

Los pacientes con EH tenfan una edad media en el
momento de la realizacion del estudio de 16,3 + 2,6
anos (rango: 12-21 anos), con un intervalo de tiempo
transcurrido entre la finalizacion del tratamiento y la rea-
lizacion del estudio de 4,4 + 2,7 afos (rango: 2-9 anos).
De los 4 pacientes, uno habia recibido 12 ciclos de
MOPP (mostaza nitrogenada, vincristina, prednisona y
procarbacina) asociados a radioterapia “en Manthel” con
proteccion gonadal (34 Gy). Los otros 3 pacientes ha-
bian recibido dos ciclos de OPPA (vincristina, procarba-
cina, prednisona y doxorrubicina) asociados a radiotera-
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pia “en Manthel” acompanados de proteccion gonadal
(12-19 Gy).

Los pacientes diagnosticados de LLA tenfan una edad
media al inicio del estudio de 16,9 + 1,7 afios (rango: 14-
20 anos), con un tiempo transcurrido entre la finaliza-
cién del tratamiento y la realizacion del estudio de 8,0 +
3,3 afos (rango: 4-12 anos). Todos los pacientes diag-
nosticados de LLA habian recibido irradiacion craneal
profilactica (18-24 Gy). De los 9 pacientes, 3 habian si-
do tratados segtin el protocolo de St. Jude!®, que incluia:
vincristina, asparraginasa, daunoblastina y prednisona,
asociado a metrotrexato intratecal. Los 6 restantes habian
seguido el protocolo BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster)!”
con diferentes ciclos poliquimioterapicos secuenciales,
que inclufan: vincristina, asparraginasa, daunorrubicina,
ciclofosfamida, citarabina, prednisona, metrotrexato, 6-
mercaptopurina, dexametasona, adriamicina, arabinésido
de citosina y tioguanina, asi como metrotrexato intratecal.

Evaluacion de la funcién gonadal

La funcién gonadal se evalué mediante el analisis de
los siguientes parimetros: @) medida del volumen testi-
cular con el orquidémetro de Prader; b) cuantificacion
de los valores plasmaticos de T1; ¢) determinacion de
los valores basales y pico de respuesta maxima tras es-
timulo con GnRH (100 pg i.v.) de LH y FSH, realizindo-
se extracciones en los tiempos —30, 0, 30, 60, 90 y 120
min, y d) realizacion de una espermiograma. Tras la re-
cogida de 2-5 ml de semen, mediante masturbacién y
previa abstinencia de, al menos, 3 dias, se valord el na-
mero de espermatozoides por ml. Se consider6 como
normal un nimero superior a 20 millones/ml, como oli-
gospermia valores por debajo de 10 millones/ml y como
azoospermia la ausencia completa de espermatozoides.

Se consideré que existia dano del epitelio germinal
cuando se encontrd, al menos, uno de los tres criterios
siguientes: @) nimero de espermatozoides inferior a 10
millones/ml de semen; b) aumento de los valores plas-
maticos basales o tras estimulo de FSH, o ¢) reduccion
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del volumen testicular. Se consider6 que existia lesion
de las células de Leydig cuando los valores plasmasticos
de testosterona basal se encontraron disminuidos o los
valores de LH, basales o tras estimulo, aumentados!!.

Determinaciones analiticas

Los valores séricos de testosterona se cuantificaron
mediante radioinmunoandlisis (Diagnostic Products Cor-
poration, Los Angeles, California). Los coeficientes de
variacion intra e interensayo fueron del 5,0 y del 10,8%,
respectivamente.

Los valores séricos de LH y FSH se determinaron me-
diante radioinmunoanilisis (Sorin®, Biomedica, Vercelli,
Italia). Los coeficientes de variacion intra e interensayo
para la FSH fueron del 2,7 y del 3,5%, respectivamente,
y para la LH del 2,75 y del 3,17%.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa de
estadistica StatView™ en un ordenador Macintosh®. La
distribucién normal de las variables se comprobd me-
diante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos se
expresaron como media + desviacion estindar (DE). Las
comparaciones entre las medias de variables paramétri-
cas de dos grupos se realizaron mediante la prueba de t
de Student para muestras independientes. Cuando las
comparaciones se hicieron entre las medias de mas de
dos grupos, el método estadistico aplicado fue el analisis
de la variancia (ANOVA) para un factor y posterior apli-
cacion de la F de Scheffé, para determinar la existencia
de diferencias significativas entre dichos grupos. Se con-
sider¢ estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

En todos los pacientes el desarrollo puberal se habia
producido de manera normal, encontrindose todos ellos
en un estadio V de Tanner.

En todos los grupos, el volumen testicular medio fue
superior a 12 ml (volumen minimo considerado normal
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en un adulto); no obstante (fig. 1), los pacientes super-
vivientes de EH presentaban un volumen testicular me-
dio (16,6 + 2,8 ml) significativamente menor (p < 0,001)
que el del grupo control (22,5 + 2,5 ml) y también infe-
rior, aunque de forma no significativa al de los pacien-
tes con LLA (20 + 2,6 ml).

Los valores plasmaticos basales y tras estimulo de FSH
(fig. 2) fueron significativamente mayores (p < 0,001) en
los pacientes con EH (8,8 + 8,4 y 19,7 + 18 mU/ml, res-
pectivamente) que en los otros dos grupos, control (2,3
+ 1,2y 4,8+ 1,8 mU/ml y pacientes con LLA (2,3 + 1,1
y 4,3 + 2,0 mU/ml). En cuanto a los valores plasmaticos
de LH (fig. 2), solo los valores de LH tras estimulo con
GnRH fueron significativamente mayores (p < 0,001) en
los pacientes con EH (49,2 + 31,0 mU/mD que los ob-
servados en pacientes con LLA (22,0 + 6,9 mU/ml) y su-
jetos control (33,4 £ 10,0 mU/ml). No se observaron di-
ferencias significativas respecto a los valores séricos ba-
sales y tras estimulo de LH y FSH entre los pacientes con
LLA y el grupo control (fig. 2).

Los valores de T1 fueron significativamente menores
(p < 0,001) en los pacientes con EH (4,1 + 0,6 ng/ml)
que en el grupo control (5,9 + 0,3 ng/mD y que en el
grupo con LLA (5,7 + 0,9 ng/ml), si bien, en este Gltimo
caso, de forma no significativa (fig. 1.

El espermiograma sélo se encontré afectado (oligo-
spermia) en 2 de los 9 pacientes del grupo con LLA. Por
el contrario, todos los pacientes con EH presentaron al-
teraciones, en forma de azoospermia en un caso y de
oligospermia en el resto.

Los pacientes con oligospermia y azoospermia pre-
sentaban cifras de FSH basal y tras estimulo elevadas,
mientras que los pacientes con espermiograma normal
presentaban cifras de FSH normales.

DiscusiON

Los agentes quimioterdpicos, y en particular los agen-
tes alquilantes, han demostrado tener efectos nocivos
sobre la funcién gonadal®; si bien, la mayoria de estu-

dios realizados en este sentido se han llevado a cabo en
adultos. Como los agentes quimioterapicos lesionan pre-
ferencialmente las lineas celulares metabélicamente mas
activas, se postulé que el dano gonadal inducido por la
quimioterapia seria proporcional al grado de actividad
gonadal; segin ello, cabria esperar una menor repercu-
sion sobre la funcion gonadal en los pacientes tratados
en edad prepuberal, dado que la actividad gonadal an-
tes del desarrollo puberal estd muy atenuada y la game-
togénesis no es plenamente activa'®. Por otro lado, los
efectos secundarios de las distintas opciones terapéuti-
cas dependeran no sélo del tipo de tratamiento y grado
de desarrollo puberal, sino también del sexo y del tiem-
po de evolucion desde su administracion. En este estu-
dio evaluamos la funcién gonadal de adolescentes varo-
nes que han completado su desarrollo puberal y que
fueron tratados con poliquimioterapia antes del inicio de
la pubertad por padecer LLA o EH.

Nuestros resultados indican que existe una marcada
alteracion de la funcion gonadal, especialmente en los
pacientes que padecieron una EH. En ellos se observan
alteraciones, tanto de la funcion germinal como de la
produccion hormonal. La reduccion del volumen testi-
cular, la oligoespermia/azoospermia y la elevacion de
los valores plasmaticos de FSH, indican la existencia
de dano en el epitelio germinal, mientras que el aumen-
to de los valores plasmaticos de LH y la disminucion de
las cifras de testosterona reflejan la afectacion de las cé-
lulas de Leydig. Por el contrario, en los pacientes super-
vivientes de LLA no se observa afectacion de los para-
metros que evaltan la funcion de las células de Leydig
y s6lo en dos de ellos se encuentra una reduccion sig-
nificativa del namero de espermatozoides (oligosper-
mia), sin otros signos de dano de epitelio germinal.

La lesion del epitelio germinal es un efecto secunda-
rio bien conocido de la quimioterapia, especialmente de
los denominados agentes alquilantes (ciclofosfamida,
clorambucilo, mostaza nitrogenada); no obstante, hay
datos que indican un posible efecto aditivo por el uso
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de multiples quimioterapicos, asi como efectos depen-
dientes de la dosis por la administracion repetida de un
determinado agente. Los agentes citotoxicos destruyen
el epitelio germinal que se asienta sobre los tabulos se-
miniferos. Dado que éstos representan un porcentaje
importante de la masa testicular, su destruccion supone
la atrofia o disminucién del volumen testicular, la altera-
cion en el nimero y funcionalidad de los espermatozoi-
des y el incremento de FSH>. Algunos estudios sugieren
también la posibilidad de que la propia enfermedad y
no la terapia, pueda ser responsable de algunas altera-
ciones de la funcién gonadal'®?. Los 4 pacientes estu-
diados diagnosticados de EH presentaban claros signos
de dafio del epitelio germinal, que eran independientes
del protocolo quimioterapico empleado (MOPP u OPPA).
La disfuncién gonadal asociada a estos protocolos estd
ampliamente descrita y en relacion con la administracion
de mostaza nitrogenada y procarbacina en el caso del
MOOP?!23 y de procarbacina®2* en el caso del OPPA. Al
igual que lo observado en nuestros pacientes, se han
descrito porcentajes muy elevados de azoospermia, alre-
dedor del 90%, en pacientes supervivientes de EHO19-25,
probablemente debido a la asociacion en los protocolos
terapéuticos empleados de mds de un quimioterdpico
con efectos nocivos sobre la funcién gonadal.

La afectacion de la linea germinal en los pacientes su-
pervivientes de LLA fue menor, con alteraciones (oligo-
espermia) en solo 2 de los 9 pacientes estudiados. Estos
2 pacientes habian recibido tratamiento con ciclofosfa-
mida, el agente alquilante que ha sido relacionado con
dafo en la linea germinal>!8. La disfuncién gonadal pro-
ducida por la ciclofostamida es dependiente de la dosis,
y se considera que se produciria dano gonadal cuando
la dosis total supera los 5 g/m? de superficie corporal®.

Pese a que en todos pacientes la pubertad se desarro-
116 y complet6é espontineamente, alcanzando un grado
de desarrollo puberal completo (estadio V de Tanner),
el incremento de LH y la disminucién de los valores de
testosterona en el grupo con EH puso de manifiesto la
existencia de un cierto grado de lesion de las células de
Leydig. Un hallazgo que también ha sido descrito por
otros autores, con porcentajes muy variables de afecta-
cion, entre un 10 y un 75%*111323 " dependiendo del
protocolo quimioterdpico utilizado. El mecanismo de al-
teracion de las células de Leydig después de la quimio-
terapia es poco conocido y no hay evidencia de que se
produzca lesion histologica en las biopsias posquimiote-
rapia. Aunque no se puede descartar un efecto téxico di-
recto de la quimioterapia sobre estas células, algunos es-
tudios sugieren que seria el dano germinal el que indi-
rectamente afectarfa la funciéon de las células de
Leydig?. Los posibles mecanismos postulados han sido
varios: reduccion del flujo sanguineo testicular, cambios
estructurales testiculares o modificaciones en el control
paracrino de las células de Leydig.
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Los efectos a largo plazo de una deficiencia relativa de
la funcionalidad de las células de Leydig pueden no ser
faciles de establecer, si bien habria que considerar, en-
tre otros factores, la reduccion de la vitalidad, de la fun-
cion sexual, el desarrollo de ansiedad y/o los fenéme-
nos depresivos y modificaciones en la composicion cor-
poral; en este sentido, estudios recientes sugieren una
posible relacién de la alteracion de las células de Leydig
con la reduccién de la densidad mineral 6sea observada
en varones adultos que recibieron quimioterapia por
EH?. En cualquier caso, hay que ser muy cauteloso en
los pronésticos a largo plazo, dado que la funcién de las
células de Leydig!”, asi como la espermatogénesis®®,
pueden experimentar una recuperacion espontanea, al
menos parcial, muchos afos después de la administra-
cion de los farmacos citotoxicos, y hay que esperar anos
para catalogar esta anomalia como definitiva. La mayo-
ria de autores consideran un periodo critico de recupe-
racion de la espermatogénesis entre 2 y 4 aios, pero se
han descrito casos de recuperacion incluso a los 7 anos.

Todos los pacientes estudiados habian recibido la qui-
mioterapia en la época prepuberal, pese a lo cual se
desarroll6 la disfuncion gonadal. Estos resultados, en
consonancia con los observados por otros autores!'h12,
indican que la época prepuberal no protege ni la fun-
cionalidad de las células de Leydig ni la funciéon germi-
nal gonadal de los efectos deletéreos de la poliquimio-
terapia.

En resumen, con los protocolos quimioterdpicos em-
pleados en el tratamiento de la EH y de la LLA se pro-
duce una elevada incidencia de dafo germinal y de alte-
racién subclinica de las células de Leydig en los varones
con EH, mientras que en los pacientes diagnosticados de
LLA se encuentra solo una afectacion leve de la linea ger-
minal. Estas alteraciones, provocadas por los agentes
quimioterapicos, no se previenen porque éstos sean ad-
ministrados antes del inicio de la pubertad, cuando la ac-
tividad espontinea y funcionalidad gonadal estin, teori-
camente, atenuadas. Por consiguiente, es necesario desa-
rrollar nuevos protocolos o alternativas terapéuticas que
eviten o reduzcan las secuelas a largo plazo del trata-
miento del cincer y, en concreto, los efectos negativos
sobre la funcién gonadal.
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