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RESUMEN

A pesar de que la criptorquidia (CO) es considerada una malformacion leve, tiene
una gran repercusiéon en la salud del varén, como el riesgo a la infertilidad y al
desarrollo de cancer testicular de células germinales (CTCQ). La incidencia tanto
de la CO como del CTCG ha incrementado en las ultimas décadas. Debido a esto,
surge la necesidad de conocer y diagnosticar oportunamente dichas patologias, lo
que seria de gran impacto en nuestro pais ya que hasta la fecha no se cuenta con
los datos epidemioldgicos, ni con estudios a nivel molecular que apoyen la relacion
contundente de la aparicion de CO con el riesgo de desarrollar CTCG. Ambas son
consideradas enfermedades complejas, en las que intervienen mdultiples genes,
algunos de estos son c-KIT y AR. En este trabajo nos propusimos analizar dos
variantes alélicas del gen c-KIT (D816V y D816H) y 4 del gen AR (P390S, A297T,
Del L57 y el repetido de Poli Q) asociadas a CTCG en pacientes pediatricos con
CO idiopatica. La genoatipificacion de las variantes D816V, D816H, P390S y A297T
se realiz6 mediante discriminacion alélica con sondas TagMan®, mientras que
para el caso de las variantes Del L57 y los repetidos de Poli Q se optdé por
secuenciacion automatica. Las variantes analizadas no se encontraron en
pacientes con CO idiopética. Por otro lado la Del L57 se identificd por primera vez
en uno de los pacientes con CO idiopatica unilateral. Ademas se encontré una
diferencia significativa en el numero de repetidos de Poli Q entre los grupos de
estudio, con un promedio de inserciones de 24.40, 25.15 y 22.72 respectivamente.
Por dltimo, es importante resaltar que aunque en este estudio se obtuvieron
resultados significativos, se deben validar en una n mas amplia, para poder
encontrar una correlacion mas clara, ademas de proponer metodologias mas finas
para poder encontrar vias de sefalizaciébn o genes de importancia en ambas
patologias que permitan proponer mecanismos que relacionen a los
padecimientos.

Palabras clave: Pacientes pediatricos; Criptorquidia Idiopatica; Cancer Testicular

de células Germinales; c-KIT; AR.
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1 INTRODUCCION

A nivel mundial y en nuestro pais, tanto la criptorquidia (CO) como el cancer
testicular de células germinales (CTCG) representan un problema de salud
importante. El niumero de casos de criptorquidia registrados en el Instituto
Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud es de 110 nifios al ano, en tanto
que la incidencia de cancer testicular en los Gltimos afios va en aumento y en
nuestro pais se documenta que es de 9.6 por cada 100,000 habitantes. Debido a
esto, surge la necesidad de conocer y diagnosticar oportunamente dichas
patologias lo que seria de gran impacto en nuestro pais ya que hasta la fecha no
se cuenta con los datos epidemiolégicos, ni con estudios a nivel molecular que
apoyen la relacién contundente de la aparicion de criptorquidia con el riesgo de
desarrollar cancer testicular en edad adulta. Este estudio pretende contribuir con
las bases del conocimiento cientifico que relacionen a nivel molecular a la
criptorquidia idiopatica, siendo ésta el defecto uroldgico mas frecuente al
nacimiento en los varones y el desarrollo de céncer testicular de células
germinales en jovenes adultos, el cual ha tenido un incremento considerable en la
incidencia y mortalidad en México. Esperando encontrar una asociaciéon en ambos
padecimientos mediante el estudio de variantes alélicas en los genes c.KIT y AR
que ya han sido asociadas por diversos autores con las neoplasias testiculares, lo
que permitird proponer marcadores genéticos con una aplicacion en el diagnéstico

oportuno.



2 ANTECEDENTES

Actualmente tanto la criptorquidia como el cancer testicular son problemas
importantes de salud en México. El nimero de casos de criptorquidia registrados
en el Instituto Nacional de Pediatria de la Secretaria de Salud es de 110 nifios al
afio’, en tanto que la incidencia de cancer testicular en los Gltimos afios va en
aumento y en nuestro pais se documenta que es de 9.6 por cada 100,000
habitantes®. Debido a esto, surge la necesidad de conocer y diagnosticar
oportunamente dichas patologias lo que seria de gran impacto en nuestro pais ya
que hasta la fecha no se cuenta con los datos epidemioldgicos, ni con estudios a
nivel molecular que apoyen la relacion contundente de la aparicion de criptorquidia
con el riesgo de desarrollar cancer testicular en edad adulta.

3 MARCO TEORICO

3.1 CRIPTORQUIDIA

La criptorquidia o testiculo no descendido, (CO; MIM # 219050) es comun y de
gran trascendencia en la edad pediatrica debido a su frecuencia y a las posibles
repercusiones que se derivan de esta enfermedad como la infertilidad y el cancer
testicular. La CO es una falla congénita, con una prevalencia variable entre una
poblacién y otra, reportdndose una de las incidencias mas altas en Dinamarca
(9.0%) comparada con Finlandia (2.4%) en donde se ha detectado una de las
incidencias mas bajas®. En México, hasta la fecha no se cuenta con estudios
epidemiolégicos, por lo que la incidencia de la CO es desconocida, aunque a nivel
mundial se reporta entre 2 y 10%, de acuerdo con estudios retrospectivos en ninos
a término con un peso normal®. Alrededor del 50% de los nifios que presentan
criptorquidia al nacimiento tienen descenso espontaneo durante los primeros 3
meses de vida, debido al incremento de testosterona endégena, disminuyendo asi
la incidencia entre el 0.9% y el 2% al afio de edad*®. La CO puede presentarse de
forma unilateral o bilateral y con base a la localizacién del testiculo se clasifica en:
(1) abdominal por arriba del canal inguinal, (2) inguinal y (3) ectépico, fuera de la

via normal del descenso* como se muestra en la Figura 1.



Figura 1. Via normal del descenso testicular en el varon. (Modificado de Bay y cols, 2011)

En la etapa embrionaria, el testiculo se ubica en el abdomen y posteriormente se
desplaza hacia el escroto. En posicion abdominal estd suspendido por dos
ligamentos, el que une el rifdn a la génada, llamado ligamento suspensor craneal
(LSC) en humanos y el que conecta el testiculo y el epididimo al piso del escroto
denominado gubernaculo. Hutson y Donahoe (1986) propusieron que el descenso
testicular se presenta en dos fases denominadas transabdominal e
inguinoescrotal. Durante la primera fase, el testiculo se desplaza del abdomen
hacia la zona inguinal, presentandose en el ser humano entre la semana 8 ala 17
de la gestacion, la cual se ha propuesto dependiente de diversos genes, entre los
que destacan INSL3 y RXFP2 provocando una regresion del ligamento suspensor
craneal, mientras se abre el canal inguinal y se presenta un sobre crecimiento del
gubernaculo por acumulacién de agua. En la segunda fase, los testiculos se
desplazan de la region inguinal al escroto, durante la semana 26 a la 32 de
gestacion® la cual es dependiente de testosterona provocando la involucion del
gubernaculo para poder depositar al testiculo en la bolsa escrotal. En esta ultima
fase, dicho evento ocurre con la finalidad de proporcionar al testiculo una
temperatura de 1.5 a 4.0°C menor que la temperatura corporal, lo que permite una
espermatogénesis adecuada, asi como una dptima funcién del epididimo®®°

como se muestra en la Figura 2.



Figura 2. Fases del descenso testicular en el varon. (Modificado de Foresta y cols, 2008).

A pesar del amplio conocimiento de la fisiologia testicular, la etiologia de la CO se
mantiene en gran medida desconocida, sin embargo, se considera una patologia
multifactorial en la que se han estudiado los mecanismos que regulan el descenso

19.11 "1os cuales podrian verse afectados por distintos factores endécrinos,

testicular
anatomicos y genéticos asociados al proceso de descenso testicular.
Recientemente, se han estudiado profundamente los factores genéticos, desde
etapas muy tempranas del desarrollo embrionario para una mejor comprension de
la fisiopatologia de la enfermedad'. Con base en su etiologia, la CO puede
presentarse como signo de alguno de los mas de 250 sindromes ya sea

“1 (sin causa

cromosdmicos 0 mendelianos, o como una CO aislada o idiopatica
aparente). Se ha documentado que pacientes con CO presentan un incremento de
riesgo de 7 a 10 veces mas de desarrollar Cancer Testicular de Células
Germinales (CTCG) que la poblacion general, ademas se sabe que en el caso de
los individuos con CO unilateral, 1 de cada 4 casos de CTCG ocurre en el testiculo
contra lateral (testiculo que descendié normalmente)'®. La CO puede por tanto, ser
el primer sintoma de una alteracion futura en donde el CTCG vy la infertilidad
pueden ser las manifestaciones del mismo defecto'®. Asimismo, se ha demostrado
que el testiculo con CO intrabdominal tiene mayor riesgo de desarrollar un cancer

y reduccién del numero de células germinales que el testiculo que se aloja en el



canal inguinal.”"" De la misma manera, el riesgo se incrementa en testiculos

bilaterales a diferencia de los unilaterales®'®?'

, aunque se ha demostrado en
muchos pacientes con CO unilateral, que el testiculo contra lateral que desciende
normalmente es el que llega a presentar CTCG. Basados en estas observaciones,
se infiere que existen factores genéticos compartidos que subyacen en la

presencia de CTCG y CO.

3.2 CANCER TESTICULAR

El (CTCG; MIM # 273300), el cual se desarrolla en uno o ambos testiculos, es una
de las neoplasias genitourinarias que comprende una clase heterogénea de
tumores malignos, clinicamente silenciosos en sus primeras etapas, en las que su
tratamiento es exitoso, aunque se documenta con un indice significativo de
morbilidad y mortalidad?.

El CTCG es el tumor sélido mas frecuente de aparicion temprana, generalmente
se presenta en varones jovenes, entre 15 y 45 afnos de edad, su incidencia ha ido

2,23,24

en aumento en los ultimos 30 afnos , aunque es muy variable en las diferentes

poblaciones, reportandose altas cifras en paises desarrollados®?®, como en
Escandinavia, Suiza y Alemania, sin embargo, en Estados Unidos y Gran Bretana
la incidencia es intermedia, en contraste con Africa y Asia donde el CTCG se ha
reportado con una incidencia baja?*?. En el 2012 se estimé una incidencia a nivel
mundial de 55,226 nuevos casos y se reportaron 10,351 pacientes que fallecieron
a causa de esta enfermedad anualmente. En nuestro pais, en el afio 2012, el
CTCG se reportdé con una incidencia de 9.6 por cada 100,000 (1,602 casos)
varones jovenes y una tasa de mortalidad de 2.0 por cada 100,000 (347 casos)?.
Por lo que al hacer un comparativo de las incidencias a nivel mundial, el riesgo de
presentar este tipo de neoplasia en hispanos/latinos es similar a paises como
Estados Unidos y Gran Bretafia®®. En general, el riesgo a desarrollar CTCG es
mayor en poblaciones caucasicas que en la poblacién africana y asiatica. Las
razones del incremento en la incidencia y la disparidad racial del CTCG son

desconocidas. Se ha postulado que el ambiente juega un papel importante, asi



como también la contribucion genética, especificamente el fondo genético de cada
poblacion a la susceptibilidad del CTCG*?*,

Al igual que otros tipos de cancer, los antecedentes familiares de CTCG aumentan
el riesgo de presentar esta malignidad, por lo que se considera uno de los
canceres con una heredabilidad alta, asi la proporcion de susceptibilidad de CTCG
por efectos genéticos se estima en un 25%. Hermanos de individuos con CTCG
tienen de 8 a 12 veces mas riesgo de presentar la enfermedad, mientras que el
riesgo relativo de padres a hijos es 4 veces mas. Este riesgo es mucho mas alto

que otros tipos de canceres.?*%

3.3 FACTORES GENETICOS ASOCIADOS A CTCG.

En los ultimos afos, se han realizado estudios en genética, basados en la
busqueda de biomarcadores del CTCG, con la perspectiva de revolucionar el
campo del diagnéstico y tratamiento oportuno®'. Se ha documentado en estudios
epidemioldgicos recientes una estrecha relacion entre CTCG y CO, reportandose
un riesgo relativo (RR) entre estos dos padecimientos de 5 a 10 veces, mientras
que la poblacién general tiene un riesgo de 2% de desarrollar CTCG, en tanto que
en los pacientes con CO se eleva a 4%. Asi, se ha visto que pacientes con CO
presentan un OR de 4.30 con in IC del 95% (3.62-5.11).3233

Sin embargo, los mecanismos moleculares relacionados con el desarrollo y
progresion del CTCG son aun desconocidos, aunque conocemos que el desarrollo
de este cancer esta determinado por una serie de factores genéticos vy
ambientales que se presentan en diferentes etapas del desarrollo testicular, como
la que ocurre durante la gestacion y la etapa neonatal. Asi se han documentado
estudios de andlisis de ligamiento y de asociacién con genes candidatos, los
cuales han identificado regiones gendémicas importantes, que pueden conferir un
riesgo o susceptibilidad para la presentacién de CTCG®*. Recientemente, se han
realizado estudios de asociacion entre el CTCG y ciertos genes en los que han
ubicado polimorfismos o SNPs (del inglés; single nucleotide polymorphism) que se
asocian con el riesgo y susceptibilidad a presentar este tipo de cancer [c-KIT
4q11-12 (D816H y D816V), DMTR1 9p24 (rs7040024 y rs755383), KITLG 12921



(rs995030G/A, rs4474514 A/G y rs3782179 A/G) y AR Xqgl11-12 (rs12014709
Polimorfismo de poliQ’s en el exén 1)], los cuales son considerados marcadores
genéticos relevantes, que podrian ser estudiados en poblaciones de riesgo a
CTCG como son los pacientes con CO**%,

Hasta la fecha se han detectado multiples factores genéticos involucrados en cada
estado de desarrollo de CTGC, 1) en utero, en células germinales primordiales y
gonocitos, 2) después del nacimiento, TIN, detectandose mutaciones en genes
como: KIT TP53, KRAS y NRAS, ademas de alteraciones que afectan la sobre
expresion del genes pluripotentes y 3) después de la pubertad, en cancer
testicular ce células germinales del tipo seminoma (sCTCG) y cancer testicular de
células germinales del tipo no seminoma (nsCTCG) como se muestra en la Figura
3.36
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Figura 3. Genes y alteraciones relacionadas al desarrollo de CTCG. (Modificado de Sheikine y cols, 2012).



En este punto, es importante mencionar que a pesar de que ambos tipos de
CTCG, tanto sCTCG y nsCTCG, parecieran tener una misma etiologia, hay
evidencias que las alteraciones a nivel genético, entre ellos son muy especificas.
Port y cols en un estudio de expresion, reporté que casi el 90% de los genes
fueron regulados de manera discordante entre sCTCG y nsCTCG, mostrando que
en sCTCG la expresién de muchos genes es a la alta (muchos son genes que
codifican para transductores de senales, relacionados con la sintesis de ADN,
proliferacion y reparacion), en tanto que los nsCTCG han mostrado ser genes que
se regulan a la baja®’.

La importancia de la correcta regulacion de los genes implicados en la
espermatogénesis es de suma importancia, ya que estos representan puntos
criticos en el proceso de carcinogénesis. El gonocito tiene que regular a la baja la
expresion de ciertos marcadores en etapas tempranas, de lo contrario genera
células pluripotentes e indiferenciadas capaces de malignizar en testiculo como
proponen ciertos autores®® (Figura 4). Por lo que la bisqueda de alteraciones a
nivel molecular es de suma importancia.
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3.4 RECEPTORES TIROSINA CINASA

Los receptores con actividad de tirosina cinasa son una familia de receptores

celulares transmembranales. En el humano se han descrito 58 receptores

diferentes los cuales se clasifican en 20 subfamilias®

como se muestra en la

Figura 5. Los factores de crecimiento se unen a este tipo de receptores para

regular procesos celulares importantes como:

la diferenciacion, proliferacion,

supervivencia y migracioén celular, e incluso la apoptosis.
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Figura 5.Clasificacion de lo receptores tirocina cinasa en humano en donde se mestran las 20 subfamilias descubiertas.
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El gen c-KIT codifica para el receptor con actividad de tirosina cinasa de tipo Ill.
Este receptor es una proteina homodimérica constituida por 5 dominios (Figura
6a); se ha demostrado que entre los dominios D2 y D3 de este homodimero se
une el factor 1 de crecimiento celular; conocido como SCF (por sus siglas en
inglés).®® La activacién normal de este receptor (c-KIT) ocurre cuando dos
moléculas de factor de crecimiento 1 se unen a los dos dominios de los
receptores. Esta unién desencadena una actividad intrinseca de tirosina cinasa,

como se muestra en la Figura 6b.%**!

TRt A (R
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Figura 6. A) Dominios del receptor de tipo Il de tirosina cinasa codificado por el gen c-KIT. B) interaccion de
las dos proteinas receptoras debido a la unién con su ligando (SCF) dimerizado. (Tomado de Heinrich, 2002).

El receptor de tirosina cinasa activado funciona como un sistema de transduccion
de senal hacia el interior de la célula lo cual es esencial para la sobrevivencia,
migracion y diferenciacién de células germinales tempranas en el testiculo. El gen
c-KIT se expresa fuertemente en los gonocitos, tanto en las etapas fetales como
en las pediatricas (mini pubertad), lo cual permite el establecimiento de una

adecuada espermatogénesis en edad adulta.

3.5 GEN c-KIT

c-KIT es un proto-oncogen que juega un papel importante en la regulacion
fisiologica de la proliferacién y diferenciacién celular del gonocito, por lo que
cambios en su conformacion o expresion pueden promover transformacion hacia
la malignidad y la progresién tumoral de células germinales; c-KIT es el homologo
celular del oncogen v-kit Hardy-Zuckerman 4 sarcoma felino viral. En humanos, el
gen c-KIT se localiza en 4 q11-q12 y tiene una longitud de 82,787 pb, codifica para
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un receptor tirosina cinasa, participando en la espermatogénesis, hematopoyesis y

42-45 (

melanogénesis Figura 7).
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Figura 7. A) Localizacion del gen c-KIT B) Longitud del gen ¢-KIT humano. C) Representacion del mRNA. D)
Representacion de la estructura secundaria del péptido resultante. E) El modelo hipotético 3D de la proteina c-
KIT. (Modificado de www. Gene Cards.org, www. NCBI.nim.nih.gob, www.genename.or, www. rcsb.Org,
www.ensembl.org).

Algunas alteraciones de (c-KIT), tienen como consecuencia su activacion de
manera descontrolada®®. Hasta la fecha, se han registrado dentro del gen varios
puntos susceptibles de presentar mutaciones; por ejemplo las mutaciones en los
exones 9, 11, 13y 17. En el exén 17 se han caracterizado las alteraciones D816V
y D816H que han sido asociadas con el riesgo de desarrollar seminomas (CTCG)

Diferentes estudios han demostrado la correlacion existente entre el genotipo
D816V y D816H y el fenotipo bilateral en pacientes con CTCG. Estas variantes
modifican la funcién catalitica del receptor con actividad de tirosina cinasa y por
tanto, la especificidad por su ligando.*®®" Es importante resaltar que este tipo de

polimorfismos hasta la fecha no han sido demostrados en pacientes con
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diagnostico de CO idiopatica que es un factor de riesgo importante para el
desarrollo futuro de CTCG.

3.6 RECEPTORES NUCLEARES
El receptor de andrégenos (AR) forma parte de una super familia de receptores
nucleares activados por ligando (hormonas esteroidales sexuales masculinas) que
inducen la estimulacion de los factores de transcripcion génica. Dichos factores
son los responsables del desarrollo fenotipico del hombre durante la
embriogénesis, las primeras etapas neonatales y la pubertad®'.
Esta familia se divide en 4 grupos:
1. Grupo | de receptores esteroidales homodiméricos simétricos, que
presentan un sitio de unién a ADN palindrémico.
2. Grupo Il receptores heterodiméricos asimétricos (RXR) que presentan
sitios de union a pequefos repetidos de ADN.
3. Grupo lll de receptores huérfanos diméricos, que estdn compuestos por
dimeros asimétricos con un sitio de unién a pequefios repetidos de ADN.
4. Grupo IV de receptores huérfanos monoméricos con un sitio de unién core
+5".%2 (Figura 8)

Figura 8. Clasificacion de los receptores nucleares descritos en humano. (Tomado de Li y cols, 2009).

El AR es una proteina modular presente en el citosol, que se organiza en dominios
funcionales; estos consisten en un dominio N-terminal de regulacion (NTD), un
dominio de unién a ADN (DBD), una pequena regién de bisagra (N) y un dominio
de unién a ligando (LBD). La unién de este receptor con los andrégenos induce un
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cambio conformacional en el AR lo que permite su translocacion hacia el nacleo
en forma de dimero (homodimero), incrementando en este momento su
fosforilacion. El complejo hormona-receptor formado se une al elemento de
respuesta a androgenos (ERA) presente en el ADN, mediante uniones de tipo
dedos de zinc. La union de este complejo con el ADN induce la unién de factores
de transcripcion que son esenciales para ensamblar la maquinaria transcripcional.
Este sutil mecanismo regula la expresion de genes especificos para cada
andrdgeno unido (testosterona, dihidrotestosterona, androstendiona,

52,53

androstandiona o androstandiol). como lo muestra la Figura 9.
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Figura 9. Activacion del mecanismo de sefializacion en el receptor de andrégenos y la transcripciéon de genes

modificadores de funcion. (Modificado de Gelmann, 2002).

Uno de los factores importantes para el desarrollo de cancer testicular son los
esteroides sexuales, que juegan un papel importante en el riesgo y la progresion
del cancer. La accion gendémica clasica de los andrégenos es mediada por el
receptor de andrdégenos (AR), y la deficiencia de éste conduce al incremento del
namero de gonocitos durante el periodo fetal. Las células de carcinoma in situ
testicular (CISt) expresan AR a diferencia de las células germinales normales en el
varon adulto que no lo expresan. Otro de los postulados propone un proceso de
desensibilizacién a andrégenos al estar alterado AR, lo que propone la presencia
de niveles anormales de andrégenos en sangre en este tipo de pacientes.
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3.7 GEN AR

El gen que codifica para el AR se localiza en Xq11-12 y se encuentra en una sola
copia en los varones. Este gen contiene 8 exones los cuales equivalen a 186,
588pb, que se transcriben de forma regulada por AR a un RNAm maduro de 2,759
b y es traducido a una proteina de 919 aminoacidos. El primer exén de AR codifica
para el dominio N terminal, o regién de regulacién transcripcional de la proteina,
los exones 2 y 3 codifican para el dominio de unién a ADN, mientras que de los
exones 4 a 8 codifican para el dominio de unién al ligando®® (Figura 10). Este gen

induce las caracteristicas fenotipicas propias del hombre.
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Figura 10. Localizacién y composicion del gen AR.y la estructura correspondiente de la proteina AR. (Tomado
de Gelmann, 2002).

Una de las regiones mas estudiadas del gen AR es el exdn 1 debido a que es
altamente polimérfico. Dentro de esta region, uno de los polimorfismos que han
sido mejor caracterizados en los humanos es el repetido de poliglutamina (Poli Q),
localizado en el dominio N terminal o regién de regulacién transcripcional. La
regién Poli Q es codificado por una secuencia repetida de bases CAG, la cual se

correlaciona inversamente con la transactivacion.
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Existen individuos que presentan un mayor numero de inserciones de CAG en el
gen AR con la consecuencia de que baja la transactivacién del AR, en estos
individuos el nivel de andrégenos circulantes es alto debido a esta baja
transactivacion®.

Por estas razones, se postula que la presencia de repetidos CAG en el exén 1,
puede incrementar el riesgo de presentar CTCG y CO idiopatica bilateral. Por otro
lado, Véastermark y cols. mostraron que la variante rs12014709 se asocia con un
incremento en el riesgo de CTCG, a pesar de ser localizado en la regién no
codificante de este gen®**°. Otros de los polimorfismos presentes en el exén 1 que
ha sido relacionados con la presencia de CTCG, es el repetido de poliglicinas (Poli
G), las sustituciones en A297T y P390S y la delecién de una leucina en el codon
5756,57.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La criptorquidia es el defecto congénito genitourinario que se presenta mas
frecuentemente en varones al nacimiento. Su incidencia varia entre las diferentes
poblaciones, a nivel mundial se reporta una incidencia que oscila entre el 2 al
10%'. En México no existen estudios sobre la epidemiologia de la CO, aunque si
es considerada como una anormalidad urogenital frecuente y como uno de los
factores de riesgo mejor documentado para el desarrollo de neoplasia testicular,
que conduce al desarrollo de carcinoma in situ testicular, ya que incrementa de 7 a
10 veces el riesgo de desarrollar cancer testicular de células germinales.
Actualmente no existe evidencia a nivel molecular que relacione
contundentemente a los dos padecimientos, por o que es necesaria la busqueda
de marcadores genéticos de riesgo al desarrollo de CTCG en pacientes con CO.

5 HIPOTESIS

Las variantes alélicas de los genes c-KIT y AR asociadas con el riesgo a cancer
testicular de células germinales estaran presentes en pacientes pediatricos
mexicanos con criptorquidia idiopatica.
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6 OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si los pacientes pediatricos mexicanos con criptorquidia
idiopatica presentan las variantes alélicas asociadas con riesgo de cancer
testicular de células germinales en los genes c-KIT y AR.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar variantes alélicas de los genes c-KIT y AR en pacientes
mexicanos con diagnéstico de cancer testicular de células germinales y
antecedente de criptorquidia idiopatica.

Determinar las variantes alélicas de los genes c-KIT y AR asociadas a
cancer testicular de células germinales en pacientes pediatricos mexicanos
con criptorquidia idiopética del Instituto Nacional de Pediatria.

Establecer la frecuencia de cada una de las variantes alélicas de los genes
c-KIT y AR detectadas tanto en pacientes con cancer testicular de células
germinales con antecedentes de criptorquidia idiopéatica, pacientes
pediatricos con criptorquidia idiopatica y controles sanos.

Comparar la frecuencia de las variantes alélicas de los genes c-KIT y AR
detectadas en pacientes con CO idiopatica y controles sanos.

7 MATERIALES Y METODOS
7.1 CLASIFICACION DEL ESTUDIO
Clasificacion de acuerdo a los ejes de trabajo

Finalidad : Comparativa
Secuencia temporal: Transversal

Control de asignacién de los factores de estudio: Observacional

Direccionalidad: Ambispectivo
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7.2 POBLACION DE ESTUDIO
7.2.1 Poblacioén objetivo

Pacientes pediatricos mexicanos con diagnéstico confirmado de criptorquidia

idiopatica.

7.2.2 Poblacidn elegible

Pacientes pediatricos con diagnéstico de criptorquidia idiopatica que hayan

acudido o que acudan a recibir atencion al Instituto Nacional de Pediatria de 2008

al 2015 y pacientes con diagndstico de cancer testicular de células germinales que

hayan acudido o acudan a recibir atencion al Instituto Nacional de Cancerologia a
partir de 2003 al 2015.

7.3 CRITERIOS DE SELECCION
7.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes provenientes de la republica mexicana con ascendencia
minima de dos generaciones.

Pacientes con diagnéstico de cancer testicular de células germinales
con antecedentes de CO idiopatica.

Pacientes con diagnéstico de criptorquidia idiopatica.

7.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluiran temporalmente a los pacientes que hayan sido
transfundidos en los ultimos tres meses.

Pacientes con criptorquidia secundaria a procedimientos quirdrgicos
previos.

Pacientes con testiculo retractil o dudosamente criptorquidico.

Con antecedente de cirugia inguinal.

Pacientes con cualquier tipo de cancer testicular secundario.
Pacientes con cancer testicular de células no germinales

Pacientes con alguna otra anormalidad genital.
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» Pacientes con algun sindrome.
 Pacientes que no cuenten con carta de consentimiento y

asentimiento informado

7.4 ESTRATEGIA GENERAL

La poblacion de estudio se dividié en tres grupos: (1) pacientes de entre 15y 45
anos de edad, con diagnéstico confirmado de CTCG y con antecedentes de CO
idiopatica, provenientes de la consulta externa del servicio de Urologia, del
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), el cual se planteé un numero de
pacientes por factibilidad, (2) pacientes pediatricos con diagnéstico de criptorquidia
idiopatica, uni o bilateral, inguinal o abdominal, referidos del Servicio de Urologia
del Instituto Nacional de Pediatria (INP) y (3) grupo control conformado por
varones mexicanos pediatricos sin ningun tipo de cancer, antecedentes de
criptorquidia, alteraciones genéticas y genitourinarias o inguinales, estas muestras

se colectaron del servicio de cirugia del INP.

(@) En todos los casos (casos y controles) se proporcion6 una carta de
consentimiento informado para pacientes menores a 12 afos y en caso de
varones mayores se entregoé carta de consentimiento y de asentimiento informado,
posterior a esto se efectué una historia clinica completa, obteniendo los datos de
edad al momento del diagnéstico, talla, peso, estado nutricional y arbol
genealdgico. (b) El estudio gendmico a partir de sangre periférica se realizé en los
3 grupos de estudio y sélo cuando no se cont6 con la muestra se recurrié al tejido
testicular incluido en parafina para el grupo 1. (c) El andlisis estadistico se realizé
mediante X? Pearson o prueba exacta de Fisher o mediante un ANOVA seguido de

una prueba de Tukey, segun el caso.

18



Algoritmo metodologico

Figura 11. Estrategia general del trabajo.

7.5 DESCRIPCION DEL ESTUDIO

7.5.1 MUESTRAS BIOLOGICAS

El estudio molecular se realiz6 a partir de linfocitos de sangre periférica (usando
tubos de 7 mL con EDTA como anticoagulante) en todos los grupos, con
excepcion del grupo 1, si no se contaba con la muestra de sangre periférica del
paciente se recurria a la muestra de tejido testicular incluido en parafina.

7.5.2 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

La sangre periférica de los pacientes y controles se centrifugé por 30 minutos a
3,500 rpm, se tomé la capa de linfocitos, se colocé en 6 mL de solucién para lisis
de eritrocitos (RCBL), se desecharon el plasma y los eritrocitos, se agitd
suavemente y se centrifugé por 10 minutos a 3000 rpm. El sobrenadante se
elimin6 y la pastilla se resuspendié en 6 mL de RCBL, se agité suavemente y
centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm, este paso se repitié hasta eliminar toda la
hemoglobina. Finalmente se resuspendid el botén de linfocitos en 333 pL de RCBL
con 1.5 mL de solucién para lisis de linfocitos (WCBL) y se incubé toda la noche a
42°C para tener un lisado de linfocitos.
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7.5.3 PURIFICACION DE ADN

Se agregaron 2 mL de fenol al lisado obtenido en el paso anterior, se agité
suavemente por 10 minutos y se centrifugé durante 10 minutos a 3000 rpm,
después la fase superior se transfiri6 a un tubo limpio sin tocar la interfase y se
repitid el paso anterior. Posteriormente a la fase superior se le agregé 1 mL de
fenol y 1 mL de cloroformo, se agité suavemente y se centrifugdé por 10 minutos a
3000 rpm, nuevamente la fase superior se transfiri6 a un tubo limpio sin tocar la
interfase y se repitié el paso anterior. La fase superior se transfirié a un tubo limpio
y se agregé 2 mL de cloroformo/isoamilico (24:1), se agitd suavemente y se
centrifugo por 10 minutos a 3000 rpm. En un tubo limpio se agregaron 90 uL de
NaCl 1M y 3 mL de EtOH absoluto a -20°C a la fase superior.

Se agité suavemente hasta que precipité el ADN, el cual se obtuvo con una pipeta
Pasteur sellada, se sec6 por 10 minutos a temperatura ambiente, después se lavo
con EtOH al 70% a -20°C, se dejo secar a temperatura ambiente una vez mas y se

resuspendié en 200 uL de H,O destilada estéril. Se almacené a 4°C hasta su uso.

7.5.4 EXTRACCION DE ADN DE TEJIDOS INCLUIDOS EN PARAFINA

Se realizaron 4 cortes de 20 um de grosor de tejido incluido en parafina para cada
uno de los pacientes y se colocaron en micro tubos.

La extraccién de ADN a partir de tejidos incluidos en parafina se realiz6 mediante
el KIT FFPE ARN/ADN Purification Plus Kit de NORGEN BIOTEK CORP®
mediante las especificaciones realizadas por el fabricante. Dicha extraccién consta
de dos pasos: desparafinacion y purificacion de ADN que incluye. (A) lisis del
tejido. (B) unién del ADN a la columna. (C) lavado de la columna. (D) elucién del
ADN agregando 20 pL de H,O estéril. Las muestras fueron almacenadas a -20°C
para su uso posterior.
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7.5.5 EVALUACION DE LA CALIDAD DEL ADN

7.5.5.1 CUANTIFICACION DE ADN EXTRAIDO

Para la cuantificacion del ADN se tomd 1 pL de muestra y se registrd la
concentracién a una longitud de onda (A) de 260 nm, con el programa especifico
del equipo (nd-1000); la cantidad de ADN resultante se expresé en ng/uL, ademas
de obtener la pureza con base en la relacién 230 nm (longitud a la que absorben
los alcoholes) y 280 nm (longitud de onda a la que absorben las proteinas)
mediante un NanoDrop ND-1000 de Thermo Fisher Scientific®. La pureza del ADN
se calculé por medio del cociente obtenido de las lecturas 230/260 y 280/260 nm.
Una vez hecha la cuantificacién de cada muestra se realizé la dilucion de trabajo a
una concentracién promedio de 200ng/uL, creando asi un banco de ADN de

solucién de almacenamiento y solucién de trabajo.

7.5.5.2 INTEGRIDAD DEL ADN

Se confirmé la integridad del ADN por medio de una electroforesis en gel de
agarosa al 1% el cual fue tenido con bromuro de etidio. Una vez preparado el gel,
se realiz6 una mezcla 2.5 pL de muestra con 1.5 puL de amortiguador de carga
(colorante azul de bromofenol-xilencianol (0.05%: 0.05%). El gel se corri6 a 100
volts por 30 minutos y finalmente se visualizd en un transiluminador Benchtop UV
Transilluminator UVP (Figura 12)

1 2 3 4 5 6 T
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Figura 12. ADN extraido de linfocitos a partir de sangre periférica. Gel de agarosa al 1% muestra la presencia
de ADN integro. Carril 1: contiene el marcador de peso molecular A-Hind III; carriles 2-7 muestran la presencia

de ADN gendmico integro.
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7.5.6 ANALISIS POR DISCRIMINACION ALELICA DE SNPs

Se realiz6 la busqueda de polimorfismos con cambio de un soélo nucleétido
(SNPs): D816V y D816H (del gen c-KIT) y P390S y A297T (del gen AR), mediante
discriminacién alélica 5’ exonucleasa TagMan® (Applied Biosystems). Estos SNPs
son polimorfismos que fueron seleccionados por estar documentada su asociacion

con CTCG por diversos autores (Tabla 1);

TABLA 1. LOCI PROPUESTOS PARA c-KIT Y AR

Gen Localizacion Variantes Numero de Frecuencia OR de SNP’s | Poblacion de
pacientes (%) estudio
estudiados
c-KIT 4q11-12 D816H 34 3(1) Oriental
D816V 34 5.9(2) Oriental
AR Xql1-12 rs12014709 367 9.8(36) OR 2.07, Suecia
95% Cl 1.03-
4.15

www. Gene Cards.org

De estas variantes se realizé la busqueda dirigida, previamente verificando en
bases de datos especializadas (GEN BANCK y Ensembl) para corroborar su
presencia en la secuencia nucleotidica de cada gen. En el caso de cada
polimorfismo se disefaron dos sondas especificas, tomando en cuenta la
secuencia de la cadena sencilla de cada variante alélica, éstas fueron marcadas
en el extremo 5°con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo 1 o normal (sonda
1) y FAM para el alelo 2 o alterado (sonda 2), ademas ambas sondas tuvieron en
el extremo 3" un quencher (TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta,
inhibe la emision de fluorescencia.

Las sondas se colocaron en una mezcla de reaccién a 5ul como se indica en la
Tabla 2, utilizando un Termociclador Step One Real-Time PCR System de Applied
Biosystems.
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Tabla 2. Condiciones de la mezcla para discriminacién alélica de las variantes alélicas a

analizar.
REACTIVO VOLUMEN
Universal. PCR MASTER
2.5uL
MIX
SONDA 0.0625pL
H,0dd 0.4375uL
ADN 2.0 ul=200ng/uL
Volumen final 5.0uL

El reactivo TagMan® Universal Master Mix de Applied Biosystems, contiene la
enzima AmpliTaq Gold® ADN Polimerasa necesaria para la deteccion de los
polimorfismos, ya que esta enzima tiene actividad tanto de ADN polimerasa como
de exonucleasa 5°-3’, lo que la hace capaz tanto de ir agregando bases para la
sintesis de la cadena correspondiente como de digerir la sonda marcada que ha
sido hibridada con su cadena molde durante la amplificacion y de esa manera
liberar el fluorocromo de la accién inhibidora de fluorescencia que realiza el

qguencher sobre la sonda. (Figura 13).
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Figura 13. Método de fluorescencia de 5’ exonucleasa (TagMan®) para determinacién de polimorfismos por
discriminacién alélica. (Tomada del manual de Applied Biosystems).

De tal manera que dadas las condiciones de exigencia utilizadas durante la
reaccién, sélo la sonda especifica para el polimorfismo presente serd capaz de
hibridar. Por lo tanto es posible diferenciar un alelo del otro con base al tipo de
fluorescencia emitida y al mismo tiempo identificar pacientes con sus dos alelos
normales, alterados e inclusive aquellos individuos que presentan fluorescencia
para ambos fluorocromos (heterocigoto) (Figura 14).
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Figura 14. A) Hibridacién de la sonda y liberacion de fluorocromo debido a la accién de la enzima AmpliTaq
Gold DNA polimerasa. B) Deteccién de las emisiones de las fluorescencias de los alelos de cada una de las
muestras. (Tomada del manual de Applied Biosystems).
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7.5.7 ANALISIS DEL REPETIDO DE POLI Q EN EL GEN AR MEDIANTE PCR
PUNTO FINAL

Se sintetizaron un par de oligonucleétidos para la amplificacion de un segmento
del exdn 1, en el cual se localiza una serie de inserciones o tracto de poliQ; estos
fueron disefiados de acuerdo a las secuencias del gen AR.>” Para llevar a cabo la
reaccion fue necesario: los cebadores (oligonucleétidos), el ADN molde
(correspondiente a cada muestra), enzima polimerasa (Tag Gold ADN
polimerasa), cloruro de magnesio (MgCl*?) que actia como un cofactor de la
polimerasa y su concentracion ayuda a dar especificidad a la reaccion,
deoxinucleodtidos trifosfatos (dNTPs), un amortiguador de reaccion especifico para
que la enzima realice adecuadamente su funcién y DMSO debido a la alta
concentracion de CG en la secuencia a amplificar ya que interfiere en la formacion
de enlaces hidrégeno entre ambas cadenas. El proceso de amplificacién se llevé a
cabo con un volumen final de mezcla de reaccion de 25 pL como se indica en la
Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de la reaccion de PCR punto final para el exén 1 del gen AR.

REACTIVO VOLUMEN
Amortiguador 2.5uL
MgCl, 2.5uL
dNTPs (Nucledtidos) 1.0pL
Oligonucledtido Sentido 1.0uL
Oligonucledtido anti sentido 1.0uL
Taq polimerasa 0.5uL
DMSO 1.5uL
H,0 15.0ulL
Volumen final 25.0uL
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La reaccién de PCR punto final se basa en la replicacién rapida de material
genético que nos permite amplificar selectivamente un segmento especifico de
ADN. En su forma mas simple se realiza mediante tres pasos o etapas sucesivas
llevadas a cabo a distintas temperaturas; cada una de estas tres etapas se repite
ciclicamente 40 veces (Figura 15). La primera etapa, denominada
desnaturalizacion, donde se eleva la temperatura a 95°C, la segunda etapa se
disminuye la temperatura a 60°C para permitir la “hibridacién” o “alineacién” de los
cebadores, por ultimo se eleva la temperatura a 72°C para que la enzima ADN

polimerasa (Taq polimerasa) sintetice la cadena de novo.
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Figura 15. Esquema del PCR punto final en el cual se pueden observar las tres etapas o pasos del primer
ciclo y en seguida se muestra la manera en la que exponencialmente van aumentando los amplificados,.
(Modificado de Lodish y cols., 2005).
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La amplificacion del exon 1 se realizo bajo el siguiente protocolo (Figura 16),

utilizando un termociclador GeneAmp® PCR System 2700 de Applied Biosystems.

Figura 16. Diagrama del programa de PCR punto final para la amplificacién del exén 1 de AR tomado de
Ferlin y cols, 2005.

El tamano de los amplificados fueron corroborados mediante una electroforesis a
80 volts en un gel de agarosa al 2.5%, tefiido con bromuro de etidio y observados
en un transiluminador de luz U.V. verificando asi los tamafos de los amplificados,
de acuerdo a las secuencias del par de oligonucleétidos para el exén 1 se obtuvo
un amplificado con un peso de 231pb.

7.5.8 ANALISIS DE SECUENCIACION

7.5.8.1 PURIFICACION DE LOS AMPLIFICADOS DEL EXON 1 DEL GEN AR
Las muestras resultantes de la reaccion de secuenciacion se purificaron tomando
20 pL del producto de PCR y se colocaron en un micro tubo estéril, donde se
realizd6 una mezcla de reacciéon con 20 pL de H,O libre de ADNsas, 60 pL de
isopropanol grado molecular, se agité durante 2 segundos y se dejé a temperatura
ambiente durante 12 min; posteriormente la mezcla se centrifugd a 13000 rpm por
12 minutos desechando el sobrenadante, se lavé el micro pellet con 200 uL de
etanol al 70%, agitando suavemente y centrifugandolo durante 8 min a 13000 rpm.
Se elimind nuevamente el sobrenadante y se dej6 secar en una placa de
calentamiento durante 10 min a 42°C. Después de este proceso, se diluyd el micro
precipitado en 10 uL de agua estéril y se corroboré la purificacién a través de una
electroforesis con un gel de agarosa al 2.5%, en el cual se visualizaron

nuevamente los amplificados.
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7.5.8.2 REACCIONE DE SECUENCIACION

Las reaccion de secuenciacion se realizaron en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autébnoma de
México (UNAM), se empled un secuenciador automatico Perkin ElImer modelo 310,
version 3.0 ABI-CE1, con el KIT Big Dye Terminators v3.1 Cycle Sequencing Kit
de Applied Biosystems. La reacciéon se basa en el método de dideoxinucleétidos,
el cual consiste en la sintesis in vitro de ADN catalizada por la enzima ADN
polimerasa y que puede ser interrumpida controladamente por la adicion al azar de
un dideoxinucleétido (ddNTP). Los dideoxinucleétidos son deoxinucleétidos que a
los que les falta un grupo "OH en las posiciones 2' y 3' y por lo cual no pueden unir
a otros nucledtidos, por lo tanto no se puede continuar con la extension de la
cadena. Es decir, actian como terminadores de la cadena (Sanger F. R., 1977).

La mezcla de reaccion para la secuenciacion fue como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de la reaccion para la secuenciacion del exon 1 del gen AR.

Reactivo Cantidad
Big Dye Sequencing Buffer (5X) 0.75uL
Big Dye Ready Reaction Mix* 0.5uL
ADN (producto purificado de PCR) 1pl (3-10ng/uL)
Oligonucledtido sentido o antisentido) 0.5uL
H,0 desionizada 7.25uL
Volumen Final 10uL

El reactivo Big Dye Ready Reaction Mix* contiene: dNTPs, ddNTPs (ddG, ddT,
ddA y ddC), y el Big Dye Sequencing Buffer (5X) contiene; AmpliTag ADN
Polimerasa, MgCl. y amortiguador Tris-HCI.
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El programa que se empled para la reaccion en el termociclador 9600 de Perkin
Elmer fue el siguiente (Figura.17):

25 ciclos

96°C 96°C

5:00min 0:10s
60°C 60°C
55°C - -
4:00min | 7:00min

0:10s

4°C

Figura 17. Programa utilizado para el termociclador 9600 de Perkin Elmer.

Nuevamente el producto obtenido de reaccion se purific6 mediante el protocolo
anteriormente establecido y seguido a esto las muestras se resuspendieron en 21
ul de formamida y se llevaron a 95°C durante 8 minutos, finalmente se preparé la

placa y se coloc6 en el equipo para su secuenciacion.

Las secuencias obtenidas de la amplificacién fueron comparadas con la secuencia
del gen AR con los datos de la secuencia del gen AR de tipo silvestre registrados

en el GenBank para la determinacién de polimorfismos o variantes alélicas.

7.5.9TAMANO DE LA MUESTRA

El célculo del tamano de la muestra para el grupo | fue por factibilidad, dado que al
hacer una revision exhaustiva de historias clinicas en el Instituto Nacional de
Cancerologia de 6 anos atras (a partir del 2007) se detectaron 150 casos de
pacientes con CTCG de los cuales unicamente 5 de ellos presentaron CTCG y
antecedentes de CO, sin embargo, para aumentar el tamano de muestra de éste
grupo se plante6 hacer otra busqueda de tejidos en el Servicio de Patologia a
partir de expedientes captados de los afios 2003 al 2015, lo que permiti6 ampliar
el tamano de la muestra.

29



En relacion al tamano de la muestra para el grupo 2 y 3, se tomé en cuenta las
frecuencias de las variantes alélicas reportadas en la literatura en diferentes
poblaciones estudiadas (Tabla 1). Este céalculo se realiz6 tomando en cuenta la
frecuencia mas alta de uno de los estudios citados (ya que todos estos fueron
realizados en grupos poblacionales y tamafos de muestra diferentes) para asi
obtener con base en un concepto tedrico de la maxima determinacion para el
célculo de sujetos necesarios para la estimacién de una proporcién (variable
cualitativa), con un nivel de precisién de + 4% (i=0.04) y un nivel de significancia
del 95% con una proporcién esperada de 0.05; Za(2)= 1.96, el cual arrojé una n=
212 pacientes con criptorquidia y 212 controles®®.

7.5.10 ANALISIS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se realizaron dos bases de datos para las poblaciones de interés (pacientes
pediatricos con diagnostico confirmado de CO idiopatica y pacientes con
diagnostico confirmado de CTCG y antecedentes de CO idiopatica), recabandose
los datos propuestos mediante la revisidbn de expedientes clinicos en version

electrénica y fisica en ambos institutos para corroborar los datos obtenidos.

7.6 DEFINICIONES OPERACIONALES

1. Criptorquidia: testiculo permanentemente por arriba del anillo inguinal
externo, no descendible al escroto con maniobras bimanuales, o no palpable
(detectado mediante ultrasonido abdominal).

2. Cancer Testicular de Células Germinales: es un tipo de cancer de testiculo
que se origina del epitelio germinal de los tibulos seminiferos.

3. Idiopatico se define como la afeccién o enfermedad de la cual se desconoce
su causa (esto no quiere decir que no la tenga, sino que no ha podido ser
identificada).

4. Grupo control: sin criptorquidia ni alteracién genitourinaria, inguinal,
oncoldgica o con cualquier otra patologia referida en los criterios de exclusion.

5. Variante alélica o polimorfismo: Cambios genéticos comunes en la
poblacién general, ocurriendo en mas del 1% de la poblacién y que no son
capaces de producir enfermedad.
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6. Paciente mexicano: Nacido en la Republica Mexicana con al menos 2
generaciones (padres y abuelos), igualmente nacidos en México, por rama
paterna y materna.

7. Genotipificacion: Caracterizacion de los genotipos de los genes incluidos en
el estudio como se describe en la metodologia.

7.7 ANALISIS ESTADISTICO

EL analisis estadistico se realiz6 con el apoyo del programa SPSS® versiéon 20.0,
en el que se desarrolld la base de datos donde se capturaron los resultados
obtenidos; antes del analisis se verificd que no existieran datos errébneos con la
ayuda de la busqueda de valores extremos, los valores perdidos quedaron
excluidos del analisis de manera individual. Se presentaron los resultados clinicos

y moleculares mediante la realizacidén de estadistica descriptiva contemplando:

- Medidas de tendencia central y de dispersidén para las variables cuantitativas, asi
como pruebas de normalidad.

- Proporciones para las variables cualitativas

- Se realizaron tablas, asi como graficas de barras para las variables cualitativas e
histogramas para variables cuantitativas.

Para cumplir con los objetivos analiticos se realiz6 un analisis bivariado donde se
compararon las variables numéricas con las variantes alélicas de los genes. La
significancia se probé mediante una prueba de U de Mann-Whitney. Por otro lado
se construyeron tablas de contingencia de 2x2, tomando como variable predictiva
la presencia o ausencia de variantes de riesgo o proteccion y como desenlace las
variables categoéricas, probando su significancia mediante la prueba exacta de
Fischer. En cualquier caso se consider6 significativa una p< 0.05. Posteriormente
se dividié a los pacientes con base en el genotipo de cada una de las variantes
alélicas y se realiz6 la prueba de Mantel y Hansen para estratificados.
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7.8 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio cumplié con lo estipulado en el titulo segundo del Reglamento
de La Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, segun esta
ley vigente en nuestro pais el estudio corresponde a la categoria Il, es decir,
investigacién con riesgo minimo, ya que ademas de la exploracién, se tomé6 una
muestra Unica de 5-10 mL de sangre periférica por punciéon venosa, que es un
procedimiento comun en examenes de diagnéstico rutinario.

A los pacientes y familiares se les explicé las caracteristicas y objetivos del estudio
especificando las ventajas, desventajas y posibles riesgos para los participantes.
La informacién obtenida de los pacientes durante el estudio se mantuvo con
estricta confidencialidad. Se debe destacar que la planeacion, el desarrollo, el
manejo de resultados y la interaccién entre investigadores y pacientes se mantuvo
en estricto apego a la Declaracién Universal sobre el Genoma Humano y los
derechos humanos promulgada por la UNESCO.

Los individuos control, pacientes adultos con CTCG y los pediatricos mayores de
12 afnos con CO idiopatica firmaron una carta de asentimiento informado, mientras
que los padres de los pacientes y controles menores de 12 anos firmaron una
carta de consentimiento informado. Es importante mencionar que se cont6 con un
banco de ADN de la linea de investigacion iniciada en 2008 por la Dra. Margarita
Dolores Chavez Saldana en el laboratorio de Biologia de la Reproduccion,
productos de un proyecto previo (Registro de proyecto INP 63/2008-2012, con
registro en CONACyT 87101), el cual se utilizé para realizar este protocolo. En su
momento se solicité la carta de asentimiento y consentimiento informado para que
las muestras correspondientes fueran incluidas en este estudio. Ademas cabe
aclarar que la toma de muestra en el grupo 1 se realiz6 con el asentimiento
informado del mismo paciente y en caso de fallecimiento se solicitdo el

consentimiento de los familiares de primer grado.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

En el estudio se incluyeron 13 pacientes con CTCG y antecedentes de CO
(grupo1), 85 pacientes con diagnostico confirmado de CO idiopatica aislada (grupo
2) y 137 casos controles sanos (grupo 3).

De los pacientes del grupo 1 se observé que la edad promedio al diagnostico de
CTCG fue de 24.3 anos de edad y una edad promedio de diagnéstico de CO
idiopética fue de 19.7 edad, en la Tabla 5 se muestran los datos descriptivos de

este grupo de estudio.

Tabla 5. Datos relevantes de pacientes con cancer testicular de células germinales y
antecedentes de criptorquidia idiopatica

Variables Categorias
Unilateral Izquierda (23.1%)
Tipo de Criptorquidia Bilateral (53.8%)
Unilateral Derecha (23.1%)
Realizacion de la orquidopexia Si (38.5%) No (61.5%)
Unilateral Izquierda (30.7%)
Localizacion del tumor Bilateral (7.7%)
Unilateral Derecha (61.6%)
Estadio clinico al diagnéstico Iy 1l (84.6%) ly IV (15.4%)
Metastasis Si (53.8%) No (46.2%)
Localizacion de la metastasis Pulmén (28.5%), Retroperitoneo (57.1%), Pelvis (14.4%)
Histotipo nsCTCG (76.9%) sCTCG (23.01%)

Para el grupo 2 se observd que la edad promedio al diagnéstico fue de 3.6 afnos
de edad, en tanto que el promedio de peso y talla al nacimiento fue de 3,064.6 g y
50.1 cm respectivamente, en la Tabla 6 se muestran otros datos relevantes de

este grupo de pacientes.
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Tabla 6. Datos relevantes del grupo de pacientes pediatricos con CO

Variables Categorias
Unilateral Izquierda (28.3%)
Tipo de Criptorquidia Bilateral (48.2%)
Unilateral Derecha (23.5%)
Realizacion de la orquidopexia Antes del afio de edad (23.1%) Después del aiio de edad (76.9%)
Realizacion de la orquiectomia Si (16.7%) No (83.3%)
Antecedentes familiares de CO Si (14.3%) No (85.7%)
Antecedentes familiares de CTCG Si (2.3%) No (97.7%)

Es importante resaltar que la proporciéon de CO idiopética en el grupo 1y 2 se
presento el fenotipo grave (bilateral) en la mitad de todos los casos a diferencia de
lo reportado donde se apunta que la mayoria de los casos se presentan con el
fenotipo unilateral, por otro lado un dato importante es que en la mayoria de los
pacientes la orquidopexia se realizd tardiamente, lo que puede resultar en un
factor de riesgo ya que la correccion quirurgica tardia tiene severas repercusiones

en la salud en estos pacientes, como se reporta por diversos autores.*

8.4 GENOTIPIFICACION EN EL GEN c-KIT

En el grupo 1 se encontré un solo paciente positivo (1/13) para la variante D816V
con un genotipo heterocigoto, este hallazgo representa una frecuencia alélica de
3.84%. Los 12 pacientes restantes presentaron un genotipo homocigoto normal al

igual que los otros dos grupos de estudio, como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Analisis de discriminacién alélica para la variante D816V

Es importante resaltar que esta variante ha sido reportada por el grupo de
Looijenga en 2003, como una variante asociada al CTCG, catalogandola como
una variante de susceptibilidad para el desarrollo del fenotipo de CTCG bilateral,
dado que esta se ha identificado en el 96% de los tumores con fenotipo bilateral,
en tanto que en el fenotipo unilateral sélo se detectd con una frecuencia del 1.8%
de los pacientes.>® En nuestro caso se encontré esta variante en un paciente con
nsCTCG con fenotipo de CTCG unilateral derecho y antecedentes de CO
idiopética bilateral representando el 7.69%. A diferencia de los estudios citados
esta variante no pudo encontrarse en el fenotipo bilateral de CTCG, sin embargo
el nUmero de muestras (n=13) es muy pequefio.

Otros estudios, como el de Willmore y cols., reportan a la variante D816V con una
frecuencia muy baja en pacientes adultos®®, estos datos son similares a los
informados en nuestro estudio, por otro lado esta misma variante ha sido
estudiada por varios autores e incluso por la FDA, por lo que se ha establecido
como un marcador de respuesta al tratamiento oncolégico con mesilato de
Imatinib. La variante D816V se ubica en una region catalitica del receptor con

actividad de tirosina cinasa (c-KIT), por lo que esta variante provoca la
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autofosforilacién desmedida del receptor y por tanto un mayor crecimiento celular.
Los pacientes positivos para esta variante alélica son clasificados como
resistentes al tratamiento con mesilato de Imatinib. Con base en los resultados
obtenidos en este analisis podemos concluir que la poblacién de estudio (grupos
1, 2 y 3) en su caso responderian perfectamente al tratamiento con mesilato de
Imatinib ya que muestran un genotipo homocigoto normal con excepcién de un

solo paciente con CTCG, como ya se mencion6 previamente.

En el caso de la variante D816H, en el grupo 1 se observaron 2/13 pacientes con
un genotipo homocigoto normal con una frecuencia alélica del 7.69% y 11/13
heterocigotos. Mientras que para los grupos 2 y 3 se observé un comportamiento
mas homogéneo, al identificar un genotipo heterocigoto en el 100% de los

individuos analizados como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Analisis de discriminacién alélica para la sonda D816H.
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Esta variante, a diferencia de la D816V, se encontr6 con menor frecuencia en
nuestros pacientes con CTCG. En un estudio realizado por Tian y cols. en 1999,
se reportd que el tejido sano de los pacientes, mostraba un genotipo silvestre,
sugiriendo que el genotipo alterado se adquirié y selecciono, y éste origino la
transformacién del tejido sano a un tumor, especificamente en tejidos testiculares
con seminoma o disgerminoma. Se habla de una adquisicién de la mutacion a
nivel somatico en el gen c-KIT durante la trasformacion neoplasica en el precursor
celular, esta transformacion se da en el paso de célula germinal primordial (CGP)
a carcinoma in situ testicular (CISt) de estas a Seminoma/disgerminoma,
permitiendo una pérdida de heterocigosidad de c-KIT. ' En este sentido, aunque
la poblacién analizada en este presento un genotipo heterocigoto para la variante
D816H, no podemos aseverar que esta poblacion es susceptible a desarrollar una
neoplasia en edades posteriores a este estudio, ya que se requiere un segundo
evento mutacional somético que permita estd perdida de heterocigosidad, lo que

puede incluso relacionarse con la falla de los mecanismos de reparacion del ADN.

Actualmente no existen estudios que permitan predecir el CTCG en pacientes con
alto riesgo a presentar esta neoplasia, como son los pacientes con CO, los cuales
muestran un riesgo de 7 a 10 veces mas que la poblacion general. En este estudio
no se pudieron identificar las variantes D816V y D816H en ninguno de los
pacientes del grupo 2 (con criptorquidia idiopatica), posiblemente debido al tamano
de muestra que aun es pequefo con el que se cuenta actualmente. Debido a esto
se espera una proporcién relativamente pequenia de casos de CO que en un futuro
desarrollen CTCG.

8.5 GENOTIPIFICACION EN EL GEN AR

Nuestros resultados demuestran que la variante P390S del gen que codifica para
el AR se identificé con un genotipo homocigoto normal en los tres grupos de
estudio, es decir todos los individuos incluidos en el estudio presentan sus dos

alelos normales, como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Analisis de discriminacién alélica para la sonda P390S.

La presencia de esta variante fue descubierta por por Garolla y cols. en 2005 en
pacientes con diagnéstico de CTCG, en una muestra de 123 pacientes de
poblacion italiana. Esta alteracion se ubica en el exén 1 del gen AR y tiene un
importante papel en la actividad transcripcional. Esta variable consiste en una
transicion de una C por una T, lo que provoca un cambio de una prolina por una
serina en el codon 390 del AR. En la poblacién de estudio, esta alteracion se
presentd en un paciente, lo que representd el 0.8% (1/123) de la poblacion
estudiada. Otro estudio demostrd la presencia de P390S en un paciente con
oligozoopermia severa en poblacién alemana y en dos pacientes norteamericanos
con cancer de prostata. Esta alteracién ha sido observada en otras afecciones

%66283 sin embargo en

urolégicas y se ha relacionado con la aparicion de cancer
nuestro estudio no se encontrd dicha variante, ya que toda la poblacion analizada

muestra un genotipo homocigoto normal.
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En el caso de la variante A297T del gen que codifica para el AR no se observaron
tampoco diferencias en el genotipo de los grupos estudiados ya que los tres
resultaron con un genotipo heterocigoto, es decir todos los individuos incluidos en
el estudio presentaron un alelo alterado y uno normal, como se muestra en la

Figura 21.

Allele 2

K

0z og 1.3 1.8
Allele 1

Figura 21. Andlisis de discriminacién alélica para la sonda A297T.

La variante A297T del gen que codifica para el AR fue descrita por primera vez por
el grupo de Garolla y cols. en 2005 en un paciente italiano con diagndéstico de
CTCG con histotipo seminomatoso; sin embargo hasta la fecha no ha sido descrita
en ninguna otra afeccion. Dicha variante se ubica en el exdn 1 y consiste en la
transicion de una G por una A, lo que provoca la sustitucién de una de alanina por
una treonina en el codén 297. Su localizacién puntual se ha relacionado con el
sitio de transactivacién del receptor de andrdégenos, sin embargo aun no se sabe
cdmo interviene esta alteracion en la aparicion de CTCG. El estudio de Garolla y

cols. Indica que esta variante esta asociada con la neoplasia del tipo seminoma®®.
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En la poblacion analizada por este se detectd un genotipo heterocigoto
generalizado para la variante A297T; esto marca una diferencia con los datos
reportados por el grupo de Garolla. Esta diferencia refleja simplemente el
comportamiento normal de la poblacién seleccionada para este estudio, en donde
la presencia de un alelo con la variante no se asocia al fenotipo del CTCG, sino a
la variabilidad genética normal.

Las variantes P390S y A279T del gen AR no se asociaron, en ninguno de los
grupos analizados en este estudio, al CTCG. El andlisis de resultados indica que
se requiere un mayor tamano de la muestra de estudio, para poder llegar a una
conclusién més clara. Sin embargo, la proporcidén que se espera de pacientes con
CO idiopética que desarrollaran CTCG en un futuro es baja, por lo que se deduce
que solamente en pocos casos se podra relacionar a ambas enfermedades. Sin
embargo estos resultados son muy Utiles debido a que describen por primera vez
el comportamiento general en la poblacion de estudio. Adicionalmente es
necesario realizar metodologias mas finas para poder encontrar vias de
senalizacién o genes de importancia en ambas patologias que permitan proponer

mecanismos que liguen a estas.

8.6 BUSQUEDA DE LA DELECION L57 EN EL GEN AR

Mediante el método de secuenciacién automatizada se identificé otra de las
variantes del exén 1 del gene AR, la cual consiste en una delecién de una lisina en
el codon 57 (Del L57), dicha alteracion se detecté en uno de los pacientes del
grupo 1, el cual presenté CO idiopatica unilateral del tipo esporadico como se
muestra en la Figura 22.
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Figura 22. En esta imagen se puede observar el electroferograma correspondiente a la secuenciacién
automatizada de un fragmento del exén 1, en la cual se puede observar: A) La secuencia normal (F) 3'-5', en
la cual se observa la presencia del trinucleotido CTG en el codén 57 y B) La secuencia alterada (F) 3"-5’en un
paciente con CO idiopatica unilateral esporadica con la Del L57.

Esta delecion fue previamente reportada por Garolla y cols, en 2005 la cual se
identifico por primera vez en un paciente italiano con CTCG y sin antecedentes de
CO utilizando secuenciaciéon automatizada, otros estudios ya habian identificado la
Del L57 en un caso con cancer de laringe®®®*. La Del L57 se ubica justo antes del
fragmento de Poli Q, por lo que se localiza en el sitio de transactivacion del AR, lo
que hace relevante a esta delecion, es su probablemente participacién en el
cambio conformacional del dominio N-terminal, lo cual podria resultar en una baja
actividad del receptor.®®

En el mismo afo se realiz6 el tamizaje de esta misma alteracién en pacientes con
CO idiopatica, sin embargo no se logré detectarla®. En este estudio la Del L57 se
detect6 solamente en un paciente del grupo 2, (con CO idiopatica) lo cual
representa el 1.92% (1/52 pacientes) de los alelos afectados. Esta es la primera
ocasion en que se identifica la Del L57 en un grupo de riesgo para el desarrollo de
la neoplasia como lo son los pacientes con CO idiopética, la cual ha sido

caracterizada en pacientes con cancer testicular.
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8.6 GENOTIPIFICACION DE LAS INSERCIONES DE POLI Q's EN EL GEN AR
En los grupos de estudio se encontrd una variacion en los repetidos de CAG del
gen AR, esto se hace evidente al observar los amplificados mediante PCR punto

final un fragmento del exén 1, como se muestra en la Figura 23A.
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Figura 23. A) Gel de agarosa al 2.5% para el amplificado de AR con un tamafio de 231 pb en donde: M =
Marcador de peso molecular de 50 pb, carriles 1-5 = Pacientes con Criptorquidia Idiopatica y carriles 6-10
controles. B) Electroferograma representativo donde se muestran las inserciones de CAG (Tracto PoliQ) en el
exén 1 del gen AR.
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Esta variacion se corroboré utilizando secuenciacion automatizada, se analizaron
los insertos de poli Q (Figura 23B) y se contabilizo el numero de en los grupos de
estudio, observando una diferencia significativa con un valor de p= 0.001 como

se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Distribucién normal del numero de inserciones de Poly Q en el exén 1 del gen AR en donde se
muestra para el grupo 1 (10 pacientes con CTCG y antecedentes de CO idiopatica con una media de 24.40
inserciones y una desviacién estandar de 2.171), el grupo 2* (52 pacientes pediatricos con CO idiopatica con
una media de inserciones de 25.15 y una desviacion estandar de 2.725) vy el grupo 3* (53 controles sanos
con una media de inserciones de 22.72 y una desviacion estandar de 3.177) mediante una prueba de ANOVA
seguida de la prueba de Tukey.

El exén 1 codifica para varias regiones de fragmentos de repetidos de ADN, dentro
de éstas la mas importante es la repeticidon de tripletes CAG que inicia en el codén
58 con una extension en repetidos promedio de 21+ 2 repetidos sin embargo se ha
identificado un rango de fragmento de repetidos entre 14 y 35 dentro de la
poblacién normal. Este triplete codifica para un repetido de poliglutaminas (Poli Q)
el cual tiene una influencia definitiva en la actividad del AR y se ha asociado con
diversas patologias como el cancer de prostata, cancer testicular, criptorquidia, el

sindrome de Kennedy, entre otros.>>®
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Estudios realizados en diversas poblaciones demuestran que el nimero de
inserciones normales es variable, para el caso de poblacién norteamericana lo
normal representé en promedio 21.3 inserciones respecto a pacientes con 21.12.%
Este dato es similar al reportado en poblacion italiana previamente mencionado,
contrastantemente en la poblacion china, el promedio normal fue de 23.5
inserciones en controles sanos y 23.4 en pacientes con CO®. Sin embargo
aunque en esta poblacién se reporta una asociacion entre el nimero de
inserciones y el fenotipo de criptorquidia, las diferencias son muy sutiles en
comparacion a lo encontrado en nuestro estudio (grupo 1,2 y 3 con 24.40, 25.15 y
22.72 inserciones en promedio respectivamente) Contrario a lo descrito por
diversos autores el numero de inserciones en el grupo 1 (CTCG) esta por encima
del promedio en el grupo control al igual que en el grupo 2 (CO idiopatica).

Se ha documentado que el tamafo de repetidos de CAG esta relacionado con la
actividad de AR ya que a mayor tamafo de dicho repetido, se observa una menor
transactivacion del AR. Sin embargo se ha visto que el tamaro reducido de este,
se relaciona consistentemente con el desarrollo de CTCG y de prostata de alto
grado, asi como el inicio temprano de estas neoplasia y una mayor recurrencia de
estas enfermedades. Mientras que un tamafo mayor al promedio de estos
repetidos, se relaciona con un funcionamiento deficiente del AR. Se ha
demostrado también que cuando se encuentra una delecién en el fragmento de
Poli Q, se presenta una elevada actividad transcripcional, por lo que se sugiere
que la funcion de éste es la de inhibir dicha transactivaciéon. Sin embargo la
continua expansion de este fragmento permite el desarrollo de las caracteristicas
primarias y secundarias en el hombre, ya que personas con fragmento largo de

Poli Q pueden ser fértiles y no presentar ambigiiedad genital.>*®
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9 CONCLUSIONES

En este trabajo se determin6 que los SNPs analizados de manera dirigida en los
genes cKIT (D816V, D816H) y AR (P390S, A279T) no presentan asociacion entre
la CO idiopatica y el CTCG en nuestra poblacion de estudio.

Sin embargo la delecién L57 y el nimero de inserciones de Poli Q en el exén 1 del
gen AR son variantes que se presentan en comun entre los pacientes con CO
idiopatica y los pacientes con CTCG, lo que podria explicar la relacién de ambos
padecimientos.
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11 ANEXOS

ANOVA de un factor
Genotipo InsPolyQ
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 158.372 2 79.186 9.376 .000
Intra-grupos 945.924 112 8.446
Total 1104.296 114

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Genotipo InsPolyQ

HSD de Tukey
() Grupo de estudio (J) Grupo de estudio Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
medias (I-J) tipico 99.9%
Limite Limite
inferior superior
Pacientes con CTCGy Pacientes pediatricos
-1.75385| 1.00349 192 -5.4588 1.9512
antecedentes de CO  con CO idiopatica
idiopatica Controles sanos .68302| 1.00196 775 -3.0163 4.3824
Pacientes con CTCG y
Pacientes pediatricos  antecedentes de CO 1.75385| 1.00349 192 -1.9512 5.4588
con CO idiopatica idiopatica
Controles sanos 2.43687 56725 .000 .3425 4.5312
Pacientes con CTCG y
antecedentes de CO -.68302( 1.00196 775 -4.3824 3.0163
Controles sanos idiopética
Pacientes pediatricos .
con GO idiopatica -2.43687 56725 .000 -4.5312 -.3425

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.001.
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Genotipo InsPolyQ

HSD de Tukey
Grupo de estudio Subconjunto
para alfa =
0.001
1
Controles sanos 53 22.7170
Pacientes con CTCG y
antecedentes de CO 10 23.4000
idiopatica
Pacientes pediatricos con
CO idiopatica %2 251538
Sig. .018
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