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RESUMEN

La criptorquidia (CO; OMIM # 219050) o el no descenso testicular, es un
padecimiento urogenital que se presenta en varones recién nacidos vivos, a pesar de
ser una malformacion leve, tiene repercusiones en la salud del var6n en la edad
adulta. Los individuos con CO presentan un riesgo relativo general (RR) de 4.8 (con
intervalo de confianza del 95% 4.0-5.7) de desarrollar el tumor testicular de células
germinales, en relacion a la poblacion general (TGCT, OMIM#273300). Hasta la
fecha la relacion de la CO y el TGCT esta establecida clinicamente, sin embargo, la
relacion a nivel molecular aun se desconoce. Aunque se han estudiado factores
genéticos, de manera independiente tanto para la CO como para el TGCT, hasta
ahora hay inconsistencias al respecto, y aun no se ha descrito un factor genético que
relacione a ambas patologias. Por lo que resulta de gran interés identificar factores
genéticos en comuUn que nos apoyen a establecer esta relacion y un diagnéstico
temprano a pacientes en riesgo como los pacientes con CO. Dentro de estos factores
genéticos podemos considerar a los microRNAs (miRNA), que se han estudiado
como biomarcadores relacionados al TGCT, y llegan a funcionar como cluster, entre
ellos estan el 371-373 y el miR-367 que apoyan con la prediccién del riesgo a
desarrollar TGCT, a través de métodos no invasivos, Objetivo. En este trabajo nos
propusimos determinar los niveles de expresion de los miR-371-373 y del miR-367
relacionados con el desarrollo al TGCT en pacientes pediatricos con criptorquidia.
Material y Métodos. Se evalué la expresion de los miRNAs maduros del cluster miR-

371-373 y del miR-367mediante gRT-PCR en tiempo real de 12 muestras de tejido



embebido en parafina de cada uno de los tres grupos de estudios, 1) pacientes
pediatricos con CO aislada, 2) pacientes con TGCT con antecedentes de CO y 3) un
grupo control de individuos sanos. Finalmente se realizd una prediccion de genes
blancos regulados por los miR-361-373 y del miR-367

Resultados: Se determiné que el cluster miR-371-373 presento niveles de expresion
similar entre las muestras de pacientes con CO y el grupo control, mientras que el
nivel de expresion del miR-367 mostrd diferencias significativas entre los pacientes
con CO en relacion al grupo control, en tanto que el grupo de TGCT mantuvo un
perfil de expresién elevado en todos los miRNAs analizados. Al realizar la prediccién
de genes blancos regulados por los miR analizados se identificé que el gen IGF1R es
regulado por los miR-371, 372 y 367, y ademas se encuentra relacionado con el
desarrollo del TGCT. Conclusién. El miR-367 presentd los niveles mas altos en los
pacientes con CO y en los pacientes de TGCT. Por lo que un analisis mas profundo
de la participacion de estos miRNA podria resultar en la obtencion de un biomarcador

pronostico para los pacientes con un alto riesgo de desarrollar el TGCT.



ABSTRACT
Cryptorchidism (CO; OMIM # 219050) or non-testicular descent, is a urogenital
condition that occurs in live newborns. Despite being a mild malformation, has an
impact on the health of the male in adulthood. Individuals with CO present a general
relative risk (RR) of 4.8 (with 95% confidence interval 4.0-5.7) of developing the
testicular germ cell tumor, in relation to the general population (TGCT, OMIM #
273300). To date, the relationship between CO and TGCT is clinically established,
however, the relationship at the molecular level is still unknown. Although genetic
factors have been studied, independently for both CO and TGCT, so far there are
inconsistencies in this regard, and a genetic factor that relates both pathologies has
not yet been described. Therefore, it is of great interest to identify genetic factors in
common that allow us to establish this relationship and an early diagnosis of at-risk
patients such as patients with CO. Within these genetic factors we can consider the
microRNAs (miRNA), which have been studied as biomarkers related to TGCT, and
become functioning as clusters, among them are 371-373 and miR-367 that support
with the prediction of risk to develop TGCT, through non-invasive methods,
Objective. In this work we set out to determine the expression levels of miR-371-373
and miR-367 related to the development of TGCT in pediatric patients with
cryptorchidism. Material and methods. Expression of mature miRNAs of the miR-
371-373 cluster and miR-367 was evaluated by real-time gRT-PCR of 12 samples of
paraffin embedded tissue from each of the three study groups, 1) pediatric patients
with CO isolated, 2) patients with TGCT with and without a history of CO and 3) a

control group of healthy individuals. Finally, a prediction of target genes regulated by



miR-361-373 and miR-367 was made Results: It was determined the miR-371-373
cluster showed similar expression levels between the samples of patients with CO
and the control group, while expression levels of miR-367 showed significant
differences between patients with CO and the control group, while the TGCT group
maintained a high expression profile in all miRNAs analyzed. When predicting white
genes regulated by the analyzed miRs, we identify that the IGF1R gene is regulated
by miR-371, 372 and 367, and is also related to the development of the TGCT.
Conclusion. The miR-367 presented the highest levels in patients with CO and in
patients with TGCT. Therefore, a deeper analysis of the participation of these
MIiRNAs could result in obtaining a prognostic biomarker for patients with a high risk

of developing the TGCT.
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1. INTRODUCCION

1.1 CRIPTORQUIDIA

El término criptorquidia (CO; OMIM # 219050)se deriva de los vocablos griegos
"kryptos" que significa oculto y "orchis" que significa testiculo (Kurpisz, Havryluk,
Nakonechnyj, Chopyak y Kamieniczna, 2010), es una condicién anormal que se
define como la ausencia de uno o ambos testiculos en el escroto Es considerada
parte del sindrome de disgenesia testicular aunada a la hipospadia, infertilidad y
cancer testicular (Fawzy, Hussein, Mahmoud, Mahmoud y Khairy, 2015). La CO es
de gran trascendencia en la edad pediétrica (Wei et al., 2018), debido a su frecuencia
y a las posibles repercusiones en edad adulta, por considerarse un factor de riesgo
de infertilidad y del tumor testicular de células germinales [TGCT; por sus siglas en
inglés; testicular germ cell tumors (MIM 273300)] (Ferguson y Agoulnik, 2013; Gurney
et al., 2017). Con base en su etiologia, la CO puede presentarse como parte de
alguno de los mas de 250 sindromes, ya sea cromosémicos o mendelianos, o como
una CO aislada o idiopatica (Foresta, Zucarello, Garolla y Ferlin 2008; Urh y Kunej,
2016).La CO se presenta de forma unilateral o bilateral, y con base en la localizacién
de los testiculos en el canal de descenso se clasifica en: 1) abdominal 2) inguinal y 3)
ectopico, fuera de la via normal del descenso (Figura 1) (Hutson, Balic, Nation y

Southwell, 2010).
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A pesar del amplio conocimiento de la fisiologia testicular, la etiologia de la falla en el
descenso testicular es desconocida, sin embargo se considera una patologia
multifactorial (Massart y Saggese, 2010), en la que pueden interferir factores
endocrinos, anatémicos, ambientales y genéticos; éstos ultimos han sido estudiados
ampliamente, desde etapas muy tempranas del desarrollo embrionario, para una
mejor comprension de la fisiopatologia de la enfermedad (Ashley, Ashley, Barthold,
Tomas y Kolon, 2010; Fawzy et al., 2015).

La CO es una falla congénita con una prevalencia variable entre una poblacion y
otra, reportandose una variabilidad del 2.4 al 9% en Dinamarca y Finlandia
respectivamente (Komarowska, Hermnowicz y Debek, 2015; Grinspon, Gottlieb,
Bedecarras y Rey, 2018). En México, hasta la fecha no se cuenta con estudios
epidemioldgicos contundentes; aunque a nivel mundial se reporta entre 1.6% y 9%,
de acuerdo a estudios prospectivos en nifios a término (Virtanen et al., 2007; Gurney
et al., 2017).

Se ha reportado que en niflos prematuros y con bajo peso al nacer son susceptibles

a presentar criptorquidia, pero aun no se ha identificado el origen, se postula que
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varios factores genéticos pueden estar involucrados y afectar el descenso testicular;
en algunos casos de CO en humanos se sugiere que son atribuidos a defectos
genéticos; estudios de asociacion han demostrado que alteraciones en los genes
INSL3, LGR8, HOXA10 y AR pueden ser responsables del no descenso testicular,
aungue aun se desconoce su etiologia (Kojima, Mizuno, Kohri y Hayashi, 2009).

Se ha sugerido que el origen celular de los TGCT en pacientes con CO podria
encontrarse en los gonocitos (células embrionarias), que no consiguen diferenciarse
en espermatogonias en los primeros meses de vida (Foresta et al., 2008; Hutson et
al., 2010). Pacientes con CO presentan un riesgo relativo general (RR) de 4.8 (con
intervalo de confianza del 95% 4.0-5.7) de desarrollar el TGCT, en relacién a la
poblacién general (TGCT, OMIM#273300) (Dieckmann y Pichlmeier, 2004; Kratz, Mai
y Greene, 2010), sin embargo, la relaciéon entre CO y TGCT aln no es muy clara.

En la CO unilateral el incremento del riesgo de TGCT es mucho mas bajo en el
testiculo contralateral que en el ipsilateral (riesgo relativo [RR] de cancer testicular en
testiculos criptorquidicos: 6.33, 95% CI 4.30-9.31; testiculo contralateral RR 1.74,
95% CIl 1.01-2.98) lo que sugiere una relacién entre la criptorquidia y el cancer
testicular, principalmente como una manifestacion variable de un factor de riesgo
compartido, en lugar de una anormalidad general que afecta por igual a ambos
testiculos (Gurney et al., 2017). Por lo que, la CO puede ser el primer sintoma de una
alteracion en donde el TGCT vy la infertilidad podrian ser manifestaciones de un
mismo sindrome (Skakkebaek, Rajpert y Main, 2001).

Asi se considera que el fenotipo grave del testiculo no descendido es el

intrabdominal y bilateral, en donde se muestra una reduccién del nimero de células
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germinales y un mayor riesgo de desarrollar una malignidad (Tasian, Hittelman, Kim,
DiSandro y Baskin, 2009). Por lo tanto, se sabe que la relacion clinica entre la CO y
el TGCT esta bien determinada; sin embargo, no se ha establecido algun
componente molecular que relacione ambas patologias, a pesar de que diversos
estudios que infieren que existen factores genéticos compartidos que subyacen entre
laCO y el TGCT (Ferlin et al., 2008; Gurney et al., 2017).

Una explicacion alternativa es que la posicion anormal del testiculo, en si misma, es
directamente responsable de la infertilidad y la tumorigénesis de células germinales
(Khan et al., 2014). La temperatura elevada del testiculo no descendido inhibe la
diferenciacion de la espermatogonia, lo que resulta en una detencion de la
espermatogénesis, reduccion del tamafio de los tubulos seminiferos, la disminucién
del nimero de células germinales. A pesar de ello, el vinculo entre la criptorquidia y

el TGCT aun no es claro (Urh y Kunej, 2016).

1.2. TUMOR TESTICULAR DE CELULAS GERMINALES (TGCT)

El céncer testicular (CT) esta representado por el tumor testicular de células
germinales, esta patologia puede desarrollarse en uno o ambos testiculos, es una de
las neoplasias genitourinarias que comprende una clase heterogénea de tumores
soélidos malignos, en sus primeras etapas el tratamiento es generalmente exitoso, sin
embargo, presenta un indice significativo de morbilidad y mortalidad ya que en
dichas etapas es clinicamente silencioso (Huyghe, Matsuda y Thonneau, 2003).

EI TGCT Se presenta generalmente en varones jovenes, entre 15y 45 afios de edad,

al igual que la CO, su incidencia ha ido en aumento en los ultimos 30 afiosy es muy
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variable en las diferentes poblaciones, reportandose incidencias altas en paises
desarrollados (Huyghe et al., 2003; Globocan 2018). En general el riesgo a
desarrollar TGCT es mayor en poblaciones caucasicas que en la poblacion africana y
asiatica (Bray, Ferlay y Devesa, 2006; Jemal et. al., 2011; Mclover, Roman, Nixon,
Loveland y McLaughlin, 2014). Se ha postulado que el fondo genético de cada
poblacién juega un papel importante en la susceptibilidad del TGCT (Looijenga, Gillis,
Stoop, Biermann y Oosterhuis, 2011; Mannuel, Mitikiri, Khan y Hussain, 2012;
Trabert, Chen, Devesa, Bray y McGlynn, 2015).

El GLOBOCAN en el 2018 documenta una incidencia mundial de TGCT de 2.8 por
cada 100,000 varones recién nacidos vivos (vrnv), en tanto que en nuestro pais esta
incidencia es de 11.1 por cada 100,000 vrnv (Globocan 2018).La clasificacion del
TGCT es compleja, el 95% del TGCT se presenta en células germinales testiculares,
el resto son neoplasias no germinales extragonadales, del tipo estromales o de
soporte (Winter y Alberts, 2010). El TGCT se presenta por un aumento del volumen
testicular y por lo general de manera unilateral (Namiki et al., 1999; Mosbech,
Rechnitzer, Brok, Meyst y Hoei, 2013; Nymann et al., 2013).

Se cree que el TGCT es derivado de células germinales que no se diferenciaron en
la vida fetal (Gashaw et al., 2007). Generalmente el TGCT se clasifica en seminomas
y no seminomas, aproximadamente el 55% del TGCT son seminomas, el 45% son no
seminomas y el resto son variedades mixtas donde se encuentran diferencias
histol6gicas en un mismo tumor, éstos son considerados como no seminomas, es
importante distinguir entre los diferentes histotipos, pues de esto dependera el

prondstico y el tratamiento (Sheikine et al., 2012). Algunos autores han relacionado al
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seminoma como el mas frecuente en pacientes CO, sin embargo, actualmente se
conoce que pacientes con CO podrian desarrollar también no seminomas o incluso
un tumor testicular mixto (Ferguson y Agoulnik, 2013).

Pacientes con diagnostico de TGCT son tratados con orquiectomia (retiro del o los
testiculos afectados), dependiendo de la histologia y el estado clinico se ofrece
tratamiento de radioterapia y quimioterapia subsecuente (Oosterhuis y Looijenga,
2005; Bouljelbene et al., 2011). En tanto que el 25% de los pacientes pueden
desarrollar metastasis (Horwich, Shipley y Huddart, 2006). Hasta la fecha no se
cuenta con métodos disponibles para la deteccion y diagnostico oportuno de éste tipo
de padecimiento, a pesar de que la cuantificacién de los niveles de proteinas como la
alfafetoproteina (AFP), la gonadotropina coridonica humana (HCG) vy lactato
deshidrogenasa (LDH) son utilizados como marcadores tumorales en un 60% de los
pacientes con TGCT, a nivel clinico patolégico existen todavia ciertas limitantes
importantes para definir el prondstico y tratamiento oportuno e individualizado en el
TGCT (Spiekermann et al., 2014; Syring et al., 2014).

Por otro lado, al igual que otros tipos de cancer, los antecedentes familiares de
TGCT aumentan el riesgo, por lo que se considera uno de los canceres con una
heredabilidad alta (con rangos de 37 a 49%) (Wan et al.,, 2018). El TGCT es una
patologia rara en donde aun se desconocen las causas por las que se puede
desarrollar el TGCT, se sabe que hay factores de riesgo como el haber cursado con
criptorquidia y antecedentes familiares de TGCT, si un hombre tiene un padre o un
hijo con TGCT, tiene un riesgo de desarrollarlo de 4 a 6 veces mas que la poblacion

general, de igual manera aumenta el riesgo de 8 al0 veces en hermanos de
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hombres con TGCT (Kratz et al.,, 2011). Sin embargo, los factores genéticos y
polimorfismos implicados en el desarrollo del TGCT en pacientes con CO aln no son
muy claras (Ferguson y Agoulnik, 2013).

En los dltimos afios se han estudiado los microRNA (miRNA) como una nueva clase
de biomarcadores en el TGCT (Allegra et al., 2012),debido a que los biomarcadores
convencionales como la a-fetoproteina, la gonadotropina coriénica humana y lactato
deshidrogenasa no son tan sensibles y especificos llegando a ser detectados en
varios tipos de cancer y en ocasiones en tejido sano, por lo que surgio la necesidad
de contar con nuevos biomarcadores pronostico no invasivos con especificidad y
sensibilidad méas alta de detectar en las primeras etapas la enfermedad (Gillis et al.,

2013; Murray, 2016; Agthoven y Looijenga, 2017; Batool, et al., 2019).

1.3. microRNA (miRNA)

Los miRNAs fueron descubiertos por primera vez en Caenorhabditis elegans en la
década de 1990 (Lan, Lu, Wang y Jin, 2015). A partir de entonces se han realizado
varias investigaciones de su funcion en el control de la regulacion post-
transcripcional en procesos fisioldgicos y patolégicos (Arroyo y Salloum, 2013).

Los miRNAs son moléculas pequeiias de RNA con una longitud promedio de 22
nucleodtidos, con importantes funciones regulatorias a nivel postranscripcional, tanto
en plantas como en animales (Yao, 2016). Su regulacién y su funcion bioldgica no
han sido descritas completamente, aunque el estudio de su red de interaccion es

complicado, como de muchas otras biomoléculas. Se ha documentado que juegan
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un papel importante en muchas células en desarrollo y en regular muchas vias de
sefalizacion controlando la expresion génica mediante regulacion negativa
postranscripcional, como degradacion, desestabilizacion o represion de la traduccion
mediante la union al RNAm diana (Yao, 2016).

Los miRNAs tienen funciones regulatorias en el desarrollo, la proliferacion,
diferenciacion, promoviendo o inhibiendo el ciclo celular, inducen la apoptosis para
proteger al organismo del dafio del DNA, metabolismo de grasas, diferenciacion
hematopoyética, en la tumorigénesis, modulando genes enddgenos que controlan la
expresion proteinica por escision o represion de la traduccion del RNAm (Wahid,
Shehzad, Khan y Young, 2010). Los miRNA se sintetizan y procesan en el nicleo, se
exportan al citoplasma donde se unen a secuencias complementarias de RNAm,
modificando su expresion, a través de un complejo silenciador o inductor de RNA
(RISC,RNA-induced silencing complex)(Cordoba, Guadarrama, Rodriguez y Hidalgo,

2014).

1.3.1. BIOGENESIS DE miRNAs

El procesamiento de miRNASs inicia en el nucleo y termina en el citoplasma en donde
efectian sus funciones. En su mayoria son transcritos por la polimerasa Il (algunos
mMiRNAs son transcritos por la polimerasa lIll), produciendo una larga molécula de
RNA llamada miRNA primario (pri-miRNA) de aproximadamente 1kb, formado por
una estructura de forma de horquilla, que es cortada por DROSHA una RNasa tipo |l

junto con su cofactor DGCRS8, esto resulta en una molécula de 60-70 nucleotidos
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aproximadamente conocida como pre-miRNA. Este pre-miRNA es transportado
mediante la exportina 5 dependiente de RAN-GTP hacia el citoplasma para finalizar

su maduracion.

Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es recortado por DICER una endonucleasa
asociada a las proteinas TRBP y PACT en mamiferos, dando lugar a un RNA de
doble cadena conocida como miRNA duplex, posteriormente las cadenas se separan
y soOlo una de ellas se convertird en el miRNA maduro de aproximadamente 22
nucledtidos que sera cargada por el complejo ribonucleoprotéico RISC (complejo de
silenciamiento inducido por RNA). El complejo RISC unido a un miRNA se le conoce
como miRISC y es el responsable de la degradacion o inhibicion del RNAm, mientras
gue la otra cadena del duplex del miRNA es degradada (Garzon, Fabbri, Cimmino,
Calin y Croce, 2006; Martinez, Matelot, Vaucheret, 2011; Obrien, Hayder, Zayed y

Peng, 2018) (Figura 2).

CITOPLASMA TRANSCRIPCION

Fig. 2. Biogénesis de miRNAs. Los miRNAs son procesados en el nucleo y en el citoplasma por las RNAsas
Drosha y Dicer respectivamente, para producir el miRNA maduro y junto con el complejo RISC se unird a su
RNAm blanco para inhibir su traduccion o provocar su degradacion (Bascufian et al., 2014).
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1.3.2. Regulacion de miRNAs

La hebra madura 3’ o 5 es seleccionada dependiendo de la estabilidad
termodinamica de los extremos del miRNA de doble cadena, asi que la cadena de
miRNA que sea menos estable en el extremo 5’ es la que sera seleccionada por el
complejo RISC (O’brien et al., 2018). Por ultimo, la hebra de miRNA seleccionada se
unird junto con el complejo RISC a un RNAmM de manera especifica, mediante
complementariedad perfecta de la secuencia semilla del miRNA la zona mas
importante que determina el sitio donde se va a unir con su RNAm diana; la union de
la region semilla se da del segundo nucleétido al octavo nucleétido del extremo
5UTR del miRNA con el extremo 3'UTR del RNAm, lo que permite degradarlo o
suprimir su traduccion, a través del bloqueo del paso de iniciacion, de la inhibicion de
la elongacion o causando la detencion del ribosoma (O’brien et al., 2018). Los sitios
de unién del miRNA principalmente se realizan en la region 3UTR del RNAm,
aungue el sitio de union también puede darse en otras regiones como el 5UTR con
efecto de silenciamiento en la expresion, unirse a regiones promotoras de genes
donde inducen la traduccién o también se puede unir a la secuencia de codificacion
del RNAm (Martinez et al., 2011; O’brien et al., 2018). Cada miRNA puede regular
hasta mas de 100 RNAm, asi como un mismo RNAm puede ser regulado por
multiples miRNAs (Yao, 2016). Cabe sefalar que de forma alternativa o no clasica se
puede presentar la biogénesis para los mMIRNAs derivados de stem-loops
procedentes de secuencias intrénicas; en este caso se procesan por Dicer pero no

por Drosha (Yang y Lai, 2011). La direccion de la doble cadena del miRNA es la que
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determina el nombre en su forma madura, del extremo 5 de la horquilla del
premiRNA surge la cadena 5p y del extremo 3’ surge la cadena 3p, ambas cadenas
pueden ser transportadas por las proteinas Ago eligiendo la cadena con menor
estabilidad en la parte 5 o con un Uracilo en 5, y esta se considera la hebra guia
(O’brien et al., 2018). Es importante hacer mencién que tanto la hebra sentido como
la anti-sentido del ADN pueden funcionar como molde para producir los miRNAs

(Yang y Lai, 2011).

1.3.3. Localizacion de miRNAs

Se han registrado aproximadamente 2,588 miRNAs en humanos y actualmente se
estima que hasta el 30% de los genes humanos estan regulados por mecanismos
dependientes de miRNAs (Polakovicova, Musil, Laczo, Hamar y Kyselovic, 2016). La
expresion de los miRNAs que se encuentran en genes en zonas intergénicas es
producida por sus propios elementos y la expresion de los miRNAs en regiones
intronicas o exdnicas se encuentra relacionada con la del propio gen (Fernandez, De
Gonzalo, Diez, Davalos y Iglesias, 2016). Los miRNAs se clasifican dependiendo de
su origen, reportandose MiRNASs intragénicos ubicados en los intrones de los genes
huésped y los miRNAs que se encuentran ubicados en regiones exonicas (Di Leva,

Garofalo y Croce, 2014).

La mitad de todos los miRNAs que han sido descubiertos se organizan en cluster
(grupo) comunmente formados por dos o tres grupos de genes y son transcritos

como transcripciones primarias policistronicas. Por lo que, estos cluster de miRNA se
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encuentran relacionados entre si y son controlados por un mismo promotor (Melo y

Melo, 2014).
1.3.4. miRNAs en el cancer

Los miRNAs se expresan diferencialmente en muestras de tumor y muestras
normales, esto puede deberse a varios factores. Por ejemplo, puede tener su origen
en la biogénesis, debido a mutaciones genéticas en algunos de sus componentes |o
gue puede alterar varias vias celulares llevando al desarrollo de enfermedades como
cancer (Garzon et al., 2006; Yao, 2016). La abundancia de pri-miRNA y la escasez
de miRNA maduros se genera en el cancer humano, lo que sugiere una alteracion en
su biogénesis. Se han encontrado variaciones en los genes que codifican los
elementos de la maquinaria de biogénesis de los miRNA como Dicer, DGCRS,
exportin 5 y TARBP2 lo que enfatiza la importancia de estos componentes en el
cancer, ademas se ha documentado que varios genes influyen en la biogénesis de
mMiRNA, algunos de esos genes son p68, p72, p53 participando en la asociacion de
DROSHA con el pri-miRNA, y donde al ser mutado p53 suprime la actividad de
Drosha ya sea secuestrando a p68 o uniéndose a p72 inhibiendo la actividad del
procesamiento del miRNA disminuyendo sus niveles. Por lo que significa que existe
un vinculo entre la biégenesis de miRNAs y el cancer (Gurtner, Falcone, Garibaldi y
Piaggio, 2016). Algunos miRNA se expresan de manera especifica y muchos otros
MIiRNAs se expresan de manera ubicua en tejidos (Graves y Zeng, 2012).

La ubicacibn de miRNA en sitios fragiles del genoma, que son sensibles a

variaciones como traslocaciones, deleciones, amplificaciones y modificaciones
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epigenéticas pueden afectar la expresion de los miRNA y éstos a su vez afectarel
estado epigenético (Martinez et al., 2013).Los miIRNA pueden actuar como miRNA
oncogénicos con regulacion positiva facilitando la progresion celular y regulando
negativamente a genes supresores de tumores. En cambio, los miRNA supresores
de tumores que se dirigen a los oncogenes, se encuentran en sitios fragiles sensibles
a mutaciones, provocando que haya una disminucién de los miRNA supresores de
tumores y por consiguiente una sobreexpresion de sus oncogenes diana (Jansson y

Lund, 2012; Khan et al., 2019).

2. ANTECEDENTES

mMiRNAs como biomarcadores para el cancer

Los biomarcadores pueden generarse por alteraciones bioquimicas, moleculares o
celulares (Wagner y Sivrastava, 2012), y son utilizados para evaluar y medir
procesos bioldgicos normales y patogénicos, asi como respuestas a farmacos (Lan
et al., 2015). Los miRNAs se caracterizan por tener una gran estabilidad tanto en
tejidos embebidos en parafina (FFPE) como en fluidos corporales, esto aumenta su
potencial uso como biomarcador. En un estudio para evaluar la expresiéon de miRNA
en muestras de FFPE de cancer colorrectal con almacenamiento de 10 afios, la
expresion fue muy parecida a la de miRNAs de tejido fresco, por lo que se determino
gue los miIRNA son estables por varios afios. Algunas de las explicaciones de la
estabilidad de los miRNAs se basa en su pequefio tamafo, que tienden a estar
menos propensos a degradacion durante su procesamiento, a diferencia de otros

RNAs. El estudio de los perfiles de expresion de miRNA, podria apoyar en el
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establecimiento de biomarcadores especificos de pacientes con cancer en muestras
en fresco o en muestras de FFPE y proporcionar la informacion importante para
predecir y detectar el cancer en etapas tempranas. (Lan et al., 2015). La expresion
de miRNAs ha sido estudiada con la intencion de utilizarlos como biomarcadores
relacionados al TGCT (Schearfer et al, 2010; Nguyen y Chang, 2017) logrando
identificar miRNA sensibles y especificos para la deteccién del TGCT como lo son el
cluster de miR-371-373 y el miR-367 relacionados entre si y que se encuentran
asociados al TGCT (Murray et al., 2011; Syring et al., 2014; Rijlaarsdam et al., 2014,

Harel et al., 2015; Batool et al., 2019; Myklebust et al., 2019).

miR-371-373 y miR-367

Los miR-371, miR-372 y el miR-373 en conjunto forman parte de un cluster ubicado
en el cromosoma 19q13.4 y el miR-367 forma parte de un cluster junto con miR-302
ubicados en el cromosoma 4925 (Anokye et al., 2011; Baroni, Arato, Mancuso,
Calafore y Luca, 2019). Ambos cluster se expresan normalmente en células
embrionarias y por ser parte de una misma familia pueden compartir varios genes
objetivo, asi como también varias funciones biologicas (Myklebust et al., 2019) y a
pesar de formar parte de un cluster no se expresan de manera similar en el cancer.
Se ha visto que los miembros de estos dos cluster solo se expresan a niveles altos
de manera coordinada en el TGCT sin importar el subtipo histolégico, sitio anatémico
y edad del paciente (Rijlaarsdam et al., 2014; Harel et al., 2015; Batool et al., 2019;

Myklebust et al., 2019).
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El miR-367

Fue identificado en células madre embrionarias participando en mantener su
pluripotencia y en el desarrollo de cancer (Gao, Zhu y Dou, 2015). Se ha propuesto
una sobreregulacion de éste miRNA tanto en tejido como en suero de pacientes con
cancer testicular (Gillis et al., 2013; Pelloni et al., 2016).Por lo que se ha sugerido
como biomarcador en la deteccion del TGCT.

El miR-371

En el 2011 el nivel sérico de miR-371 fue sugerido como nuevo biomarcador para
seminoma y no seminoma (Murray et al.,, 2011). Investigaciones previas han
reportado una sensibilidad alta de 80% y una especificidad del 90%, siendo el miRNA
gue tiene la mayor sensibilidad y especificidad en el TGCT de su grupo, con
excepcion del teratoma; sin embargo, el teratoma puede presentar elementos de
carcinoma embrionario o de carcinoma in situ. (Rijlaarsdam et al., 2014; Myklebust et
al., 2019).Aunque para obtener la maxima sensibilidad y especificidad es
recomendable utilizar el cluster completo junto con el miR-367, debido a que la
sobreexpresion coordinada de estos miRNA solo se ha visto en el TGCT (Murray et
al., 2016).

Los miR-372 y miR-373 participan en el desarrollo embrionario, en el crecimiento
celular y su alteracion promueve la metastasis del TGCT a través de la regulacion
negativa del gen LATS2 (supresor tumoral grande homologo 2), cuyo papel es inhibir
el ciclo celular en respuesta a CDK2. Se ha visto que las células que expresan los

miR-372 y 373 funcionan regulando a la baja a p53, esto provoca un bloqueo en la
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senescencia celular inducida por RAS (Mclver, Roman, Nixon y McLaughlin 2011;
Syring et al., 2014; Kent y Mendell, 2006; Das, Kleppa y Haugen, 2019)

Los niveles de estos miRNA como biomarcadores disminuyen a la normalidad en
sangre 24 horas después de la orquiectomia del TGCT (Spiekermann et al., 2014).
Por lo que el cluster 371-373 y el miR-367 pueden ser marcadores especificos y
sensibles al tumor de células germinales, se esperaria que estuvieran ligeramente
altos en pacientes con carcinoma in situ (CIS, progenitor del TGCT) en comparacion
de niveles normales, ya que el CIS se encuentra presente en el testiculo durante
muchos afios antes de que el tumor de células germinales se vuelva invasivo
(Spiekermann et al., 2014).

El diagnostico del TGCT se basa en estudios clinicos, de imagen y de medicion de
los niveles séricos de biomarcardores como alfa-fetoproteina, lactato y la beta
gonadotropina corionica humana, estos marcadores solo se detectan en un 60% de
los pacientes con TGCT, teniendo una baja sensibilidad general y especificidad
principalmente en las primeras etapas de los pacientes con TGCT. En el 2011 se
sugiri6 como biomarcadores al cluster371-373 y al miR-367 revelando su sensibilidad
y especificidad como nuevos biomarcadores en el TGCT (Murray et al.,, 2011;
Anheuser et al, 2017).

El primer reporte de la expresion de los miRNA en el TGCT mostro que el grupo miR-
371-373 fue sobreexpresado en el tumor testicular (Voorhoeve et al., 2006). Los
cambios en la sobreexpresiéon de los miRNAs se han identificado en la Neoplasia

Intratubular de Células Germinales, esto puede representar un cambio molecular
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temprano que podria repercutir en la patogénesis del tumor de células germinales
(Murray, Huddart y Coleman, 2016).

Existen estudios que sugieren que los miR-371-373 y miR-367 podrian considerarse
como biomarcadores sensibles y especificos al TGCT, incluso argumentan que éste
conjunto de miRNAs no se sobreexpresa de forma coordinada en otro tipo de cancer
incluso en otras enfermedades, lo cual aumenta su potencial de biomarcadores
reportados por Dieckmann et al., (2012); Gillis et al., (2013); Spiekermann et al.,
(2014); Rijlaarsdam et al., (2015) Murray et al., (2016), estos autores analizan la
sobreexpresion de éstos mIRNAs en suero y tejidos de pacientes con TGCT,
contrastando niveles basales en individuos sanos. Incluso Palmer et al., (2010), asi
como Anthoven et al, 2016, afirman que se sobreexpresan independientemente del
subtipo histoldgico [(tumor del saco vitelino (YST)/seminoma/embrionario carcinoma
(EC)], sitio (gonadal/extragonadal) o edad del paciente (pediatrico/adulto).

Otros estudios afirman que este conjunto de miR-371-373 y miR-367 participan en el
desarrollo del TGCT, pues realizan este andlisis en el tejido especifico en pacientes
con seminoma y no seminoma, corroborando un nivel de expresion alto en
comparacion con tejidos testiculares sanos (Voorhoeve et al.,2006); en este sentido
Palmer et al., (2010), afirman ésta sobreexpresién del mismo conjunto de dichos
miRNA, argumentando que regulan negativamente los RNA mensajeros implicados
en vias bioldgicas de éste tipo de tumor.

Resulta muy interesante remarcar que algunos de los autores que analizaron la
expresion de miR-371-3 como biomarcadores potenciales en TGCT, identificaron de

igual manera, niveles de expresiéon altos de miR-367, tanto en muestras de suero
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como en muestras de tejido de pacientes con seminoma y no seminoma (Murray et
al., 2011; Gillis et al., 2013; Rijlaarsdam et al., 2015; Spiekermann et al., 2014; Syring
et al., 2014; Murray et al., 2016). Por lo que éstos miRNAs son considerados como
biomarcadores universales y altamente sensibles y especificos para el TGCT, con
una alta sensibilidad para la deteccién de recaidas (Murray et al., 2016; Palmer et al.,
2010). Asi al analizar los perfiles de expresiéon de los miRNAs: miR-371-373 y miR-
367en los pacientes con CO y TGCT se podria aportar informacion fundamental, con
la perspectiva de otorgar un diagndéstico temprano y tratamiento individualizado en
pacientes mexicanos con CO aislada con un alto riesgo al desarrollo del tumor

testicular.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La CO o no descenso testicular es el defecto congénito genitourinario al nacimiento
mas frecuente en varones a término. En nuestro pais no se cuentan con estudios
epidemiologicos de la CO y es consideradacomo uno de los factores de riesgo mejor
documentado para el TGCT, individuos con CO presentan un riesgo relativo a nivel
mundial (RR) de 4.8 (con intervalo de confianza del 95% 4.0-5.7) de desarrollar
TGCT, en relacion a la poblacién general. El riesgo de TGCT en hombres con
testiculos no descendidos se eleva de 2 a 8 veces y se informa antecedentes de CO
en 5 a 10% de todos los hombres con TGCT (Kratz et al.,, 2010). Actualmente se
desconoce la relaciébn molecular entre ambas entidades, incluso se documentan
resultados discordantes, sin identificar factores genéticos involucrados en ambos

padecimientos. En nuestro pais existen algunos estudios sobre TGCT,
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especificamente sobre busqueda de marcadores polimérficos que correlacionen con
respuesta al tratamiento. Sin embargo, resulta imprescindible un estudio basado en
la busqueda de biomarcadores que nos apoyen en la prediccion del riesgo o
susceptibilidad a presentar TGCT, sobre todo en una poblacién con un riesgo

elevado a presentar esta malignidad, como son los pacientes pediatricos con CO.

3.1. JUSTIFICACION

Actualmente multiples estudios proponen a los miRNAs, como biomarcadores
universales séricos no invasivos para el TGCT, debido a que losmiR-371-373 y miR-
367 presentan una especificidad y sensibilidad diagnostica del 98% respecto a los
marcadores séricos convencionales (HCG, AFP y LDH) con un 60%. El estudio de
estos marcadores es de caracter relevante y de aplicaciéon inmediata, respondiendo a
las necesidades de investigacion clinica aplicada al paciente tanto en el INP como en
otras dependencias de salud en el pais. Asi los niveles de expresion elevados de los
mMIRNAs: miR-371-373 y miR-367 relacionados con TGCT que se localicen en los
pacientes con CO, podrian aportar informacién fundamental, con la perspectiva en un
futuro de otorgar un diagnoéstico temprano y tratamiento oportuno e individualizado en
pacientes pediatricos con CO aislada, con un manejo adecuado para prevenir la
progresion de TGCT invasivo, evitar tratamientos costosos, como la quimioterapia
adyuvante y la radioterapia, asi como el riesgo de desarrollar complicaciones a largo

plazo.
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PREGUNTA PROBLEMA
¢Cuales son los niveles de expresion del cluster miR-371-373 y el miR-367

asociados al TGCT en pacientes pediatricos con criptorquidia aislada?

3.2 HIPOTESIS:
e Con el antecedente de que el 10% de los pacientes con criptorquidia tiene riesgo
de desarrollar TGCT, entonces se espera que al menos ese mismo porcentaje
de pacientes con criptorquidia presente un perfil de expresion elevado del cluster

miR-371-373 y del miR-367 asociados al TGCT.

3.3. OBJETIVO GENERAL.:

« Determinar los niveles de expresion de los miR-371-373 y miR-367 asociados

con el riesgo a TGCT en pacientes pediatricos con criptorquidia aislada.
3.4 OBJETIVOS PARTICULARES:

« Analizar el perfil de expresion de los miR-371-373 y miR-367 en individuos
pediatricos con CO aislada, pacientes con TGCT con antecedentes de CO y el
grupo control.

» Realizar el andlisis ontologico de los miRNAs que resulten con mayor
expresion en el grupo de pacientes pediatricos con CO.

« Identificar genes blanco de los miIRNAs que tenga relaciébn con ambas

patologias.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 Captacién de pacientes

Para la realizacion de este trabajo se captaron tres grupos de estudio y se contd con
12 muestras de tejido embebido en parafina (FFPE) de cada uno de losgrupos de
estudio:

Grupo 1) Pacientes pediatricos con diagnéstico confirmado de CO aislada. Las
muestras fueron referidas del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Pediatria (INP).

Grupo 2) Pacientes con TGCT y antecedentes de CO, los cuales fueron referidos por
el Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan). Cabe
mencionar que este grupo de pacientes se captd por factibilidad, dado que como
antecedente se tiene una busqueda retrospectiva de 1485 expedientes del Instituto
Nacional de Cancerologia del afio 2006 al 2013 y Unicamente se logré identificar 12
pacientes con TGCT que cursaron con CO.

Grupo 3) Un grupo control correspondientes a individuos sanos,las muestras fueron
referidas del Instituto de Ciencias Forenses (bloques de tejido testicular utilizados de

un proyecto previo en el Laboratorio).

4.2 CRITERIOS DE SELECCION
4.2 1 Criterios de inclusioén

« Pacientes provenientes de la Republica Mexicana.

« Pacientes con diagnostico de criptorquidia aislada.
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« Pacientes con TGCT sea tumor primario, virgen al tratamiento con o sin
antecedentes de CO.

» Pacientes con cariotipo normal, sin ningun sindrome genético.

4.2.2 Criterios de exclusién
e Pacientes que hayan sido transfundidos los Ultimos tres meses.
e Pacientes con testiculo retractil.
e Pacientes con antecedente de cirugia inguinal.
e Pacientes con alguna otra anomalia genital.

e Pacientes con algun sindrome.

4.3 Extraccion de miRNA de FFPE

Para obtener el perfil de expresion de miRNAs se realizé la extraccion de los miRNAs
a partir de muestras de tejido testicular embebido en parafina (FFPE) de nuestros
grupos de estudio: 1) pacientes con CO (n=12), 2) pacientes con TGCT/CO (n=12), y
3) individuos sanos (n=12). La extraccion se realiz6 de acuerdo con el protocolo del

fabricante miRNeasy FFPE Kit, de QIAGEN.

Se utilizaron 4 cortes de 5-20 ym de espesor de cada muestra de FFPE de los tres
grupos de estudio. A cada muestra se agregd 1mL de xilol como solucion de
desparafinar, se agitaron en un vértex y se incubaron a 56°C durante 5 min. Se

centrifugaron 1 min a 10,000 rmp para llevar las muestras al fondo y se decantaron
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con cuidado sin llevarse el pellet (se repiti6 el proceso). Posteriormente a las
muestras se agregaronl mL de etanol, se agitaron en un vértex y se incubaron a
56°C durante 5 min. Se centrifugaron 1 min a 10,000 rmp (se repitio el proceso).

Se agregaron 240 L de Buffer PKD a cada muestra, se mezclaron y se centrifugaron
durante 1 min a 10,000 rpm. Se agregaron 10 pyL de proteinasa K y se mezclaron
suavemente. Se Incubaron a 56°C durante 15 min, luego a 80°C durante 15 min.,
mezclando brevemente en vortex cada 3-5 min. Se incubaron en hielo durante 3
min., luego se centrifugaron durante 15 min a 13,500 rpm. Se transfirio el
sobrenadante a un nuevo microtubo y se agregaron 25ul DNase Booster Buffer y 10
ML de solucion de DNasa |. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 min. Se afiadieron 500uL de Buffer RBC (para ajustar las condiciones de
unioén), mas 1750uL de etanol (100%), se mezclaron bien mediante pipeteo y las
muestras se transfirieron a una columna de centrifugacion miRNeasy MinElute
colocada en un tubo de recoleccion y se centrifugd durante 15s a 28000 x g (=10,000
rpm). Se descarto el desecho de la columna. Se adicionaron 500uL de Buffer RPE a
cada columna de miRNeasy MinElute y se centrifugaron durante 15s a 10,000 rpm.
Luego se agregaron 500uL de Buffer RPE a cada columna de miRNeasy MinElute y
se centrifugaron durante 2 min a 10,000 rpm para lavar la membrana de la columna
de centrifugado. Se colocaron las columnas de centrifugacion miRNeasy MinElute en
un nuevo tubo de centrifugacion y con la tapa abierta se centrifugaron a toda
velocidad durante 5 min. Se desecho el tubo de recoleccion con el flujo continuo. Por
ultimo, cada columna fue colocada en un tubo coénico y se afladieron 10uL de agua

libre de RNasa directamente a la membrana de la columna de centrifugado y se dej6
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incubar por 10 min y se centrifugaron durante 1 min a toda velocidad para eluir el
RNA. Se repitié este ultimo paso obteniéndose un total de 20uL de cada una de las
muestras con la extraccion de miRNA.

Enseguida de la extraccion de miRNAs se analiz6 la pureza y cuantificacion de las
muestras por medio de espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Scientific)
mediante la relacion de absorbancia Azeonm/A230nm Y A26onm/Azsonm, con el NanoDrop
2000UV-Vis SpectrophotometerThermoScientific®. Posteriormente las muestras se

almacenaron a -80°C hasta realizar la transcripcion.

4.4 Obtencién de cDNA mediante Transcriptasa Reversa Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (RT-PCR).

Se realizé la transcripcién reversa de cada una de las muestras para obtener el
cDNA. La retrotranscripcion se llevé a cabo mediante el TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription kit (Applied Byosystems). Para cada reaccion se agregaron

0.15uL de 100mM dNTPs, 0.5uL de MultiScribeTM Reverse Transcriptase 50U/uL,

2.0uL de 10XReverse Transcription Buffer, 0.19uL de RNase Inhibitor 20 U/uL,

13.16uL de Agua libre de nucleasas, 3uL de RT Primers y 1uL de muestra de
MiRNA, para un volumen total de 20uL por reaccion. Para obtener niveles
detectables de miRNA en gPCR es preciso partir de al menos 100ng. Se incubaron

en el termociclador bajo el siguiente programa:
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Tabla 1. Programa de termociclado para la RT

TIEMPO TEMPERATURA
30 min 16°C

30 min 42°C

5 min 85°C

00 4°C

Los primers Tagman utilizados para la retrotranscripcion fueron especificos tanto
como para los miRNAs de interés como para los controles endogenos RNU44 y

RNU6B (Tabla 2).

Tabla 2: Localizacién cromosomal y secuencia de los miRNA.

miRNA Localizacion Secuenciade 5’ a 3’
cromosomal
hsa-miR-371a-3p 19913.41 AAGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGU
hsa-miR-372-3p 19g13.41 AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU
hsa-miR-373-3p 19913.41 GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU
hsa-miR-367-3p 4925 AAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA
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4.5 Cuantificacion de los miRNA mediante Reaccion en cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (RT-qPCR)

La cuantificacion de miRNAs fue detectada mediante la RT-gPCR. En la reaccion se
utiizan sondas Tagman complementarias a las secuencias de interés, las cuales
llevan unidas una molécula llamada quencher y un fluor6foro. La fluorescencia
emitida por el fluoréforo es absorbida por el quencher de forma que no es detectada
por el equipo hasta que la polimerasa amplifica la secuencia con la sonda Tagman
hibridada en la secuencia de interés, el quencher se separa de la sonda y el

fluoréforo emite fluorescencia siendo detectada por el equipo (Fig. 3)

1. Assay components and DNA template
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Fig. 3. Proceso de amplificaciéon detectado a tiempo real (PCR). (Imagen tomada del protocolo Tagman® Gene Expression
Assays, Applied Biosystem).

Para la preparacion de la mezcla para la cuantificacion de miRNA mediante RT-

gPCR se realiz6 por triplicado utilizando un volumen final de 10pul.
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Tabla 3. Reactivos y cantidad usada para la cuantificacion de miRNA

REACTIVO VOL ()
Agua libre de 3.5
nucleasas

TaqMan® Universal 5
PCR Master Mix Il

Primers 0.5
gqPCR(TagMan

MicroRNA Assay)

DNAc 1
Volumen Final 10

Las muestras fueron procesadas en un termociclador de tiempo real de Applied

Biosystem bajo el siguiente programa:

Tabla 4. Ciclos para la obtencién de la cuantificacion relativa de miRNAs

Paso Temperatura Tiempo Ciclo
1 50°C 2 min 1
2 | Activacion AmpliTag Gold® DNA 95°C 10 min 1
Polymerase
3 | Desnaturalizacion 95°C 15 seg
40
Alineamiento y Extension 60°C 1 min
4 | Mantenimiento 4°C 0 1
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Tras la amplificacion, se obtuvo el parametro ciclo umbral (Threshold cycle, Ct o ciclo
de cuantificacion Cq), que representa el niumero de ciclos necesarios para que la
sefal fluorescente alcance el nivel umbral. EI método 2 delta-delta Ct expresa la
proporcion obtenida de la relacion entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct
del control: Ratio=2-(ACt muestra-ACt referencia) = ratio=2-AACt, para obtener el
valor de Fold Change. Esta formula permite calcular la cantidad relativa respecto al
mMIiRNA con los enddgenos. Para obtener una cuantificacion relativa mas exacta de
los miRNA es indispensable evaluarla con un control endégeno que se exprese de
manera constante. Los controles enddgenos utilizados para este experimento fueron
el RNU44 y RNU6B. Normalizar frente al miRNA enddégeno permitié normalizar los
resultados y comparar la expresion de los miRNA. El propoésito de la normalizacion
es reducir la variacion técnica de cada reaccion. Algunos factores que pueden causar
la variacion son las diferencias en la cantidad del cDNA, la integridad del RNA y
errores de pipeteo. Es importante elegir correctamente el control enddégeno para
obtener datos fiables. Ademas, se ha visto que el uso de un control endégeno es
susceptible a tener errores en la interpretacion de los resultados por lo cual se

recomienda utilizar mas de un control enddgeno.

4.6 Prediccion de los genes blanco de los miRNA candidatos

Se realiz6 la busqueda de los posibles genes diana que podrian estar regulados por
los miRNAs analizados. Existe una gran variedad de bases de datos que
proporcionan informacion de las rutas biolégicas y de genes blancos de los miRNAs.

Algunos programas que se utilizaron para el andlisis silico fueron los siguientes:
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e miRtarbase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php)

e GeneCodis (http://genecodis.cnb.csic.es/)
e DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov),

e KEGG (http://www.genome.jp/kega/pathway.html)
e PANTHER (http://www.pantherdb.org/pathway/)
e DIANAMIiIRPath v2.(http://diana.imis.athena-innovation.qgr)

4.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se baso en la aplicacion de la prueba de ANOVA con el fin de
comparar los niveles de expresion de los tres grupos de estudio. El andlisis de
normalizacion se realizé mediante la prueba de Shapiro-Wilk.

La comparacion de expresion entre los pacientes con CO y controles se realizo
mediante la prueba de t-Student con correccion de Welch. Las diferencias de
expresion se consideraron estadisticamente significativas si eran menores al nivel de
significancia 0,05. El programa utilizado para este andlisis fue el paquete estadistico

R versiéon 3.6.1.

5. RESULTADOS

5.1 Evaluacion de la extraccion de miRNA

Como resultado de la extraccion de miRNA, se obtuvo adecuada cantidad y calidad
de miRNA (Tabla 5), tanto en pacientes con CO (n=12), pacientes con TGCT que
cursaron con CO (n=12) y en los individuos control (n=12). Obteniéndose un rango

entre de 1.6 a 2.0 de Az26onm/A23onm Y de 1.8 a 2.0 de Az260nm/A280nm.
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Tabla 5. Cantidades obtenidas de la extraccion de miRNAs de los grupos de CO, TGCT y controles

CO TGCT CONTROLES

Muestra | ng/uL | Muestra | ng/uL | Muestra | ng/uL

1 Co1 165.0 | TGCT1 | 350.1 TS4 59.7

2 | co3 | 320 | 1geTe | 1591 | TS10 | 160.3

3 CO4 59.1 TecT3 | 1352 TS12 259.9

4 | CO5 | 494 | 1goT4 | 108.9 | TS14 | 207.7

5 CO6 73.3 TecTs | 1399 TS15 298.5

6 | Co8 | 8.9 | 1gcre | 4327 | TS16 | 89.9

7| co9 | 308 | 1gory | 676.0 | TS17 | 1603

8 C010 60.2 TGCTS 47.8 TS22 76.3

9 CO11 | 11111 | ygcT9 | 8720 TS25 208.3

10 | CO12 83.6 | rgcT10 | 110.9 TS26 94.7

11| CO13 | 1742 |1gcT12 | 344 | TS27 | 1526

12| CO14 | 1105 |1gcri3| 4370 | TS28 | 723

5.2 Cuantificacién por RT-qPCR de los miRNAs del cluster miR-371-373 y miR-
367 y normalizacion con respecto a RNU44 y RNU6B

Se analizo la expresion del grupo miR-371-373 y el miR-367en tejido embebido en
parafina en los tres grupos de estudio. Todos los ensayos presentaron amplificacion,
y para los valores de cuantificacion relativa se utilizé el método de 24T, para
observar los cambios de expresion de las muestras, que se incluyeron por triplicado,

normalizadas con los controles endégenos RNU44 y el RNU6B. Para determinar los
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niveles de significancia entre las comparaciones de los tres grupos, se realizé la
transformacion logaritmica, es decir la conversién de los datos originales en
logaritmos para disminuir la diferencia de la magnitud de los datos y asi facilitar la
interpretacion de los resultados. El analisis de normalizacion mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, con los datos normalizados con el control endégeno RNU44 se obtuvo
un valor de p=0.0001385 y con los datos normalizados con el control endégeno
RNUG6B un valor de p=0.000001023.

La prueba estadistica de ANOVA, se realizé para comparar las diferencias de medias
y la varianza entre los grupos utilizando un valor de p<0.05 con transformacion
logaritmica a p<0.00001, Los resultados se presentan como diagramas de box plot

superpuestos con el diagrama de puntos.

Comparacion de la expresiéon del miR-371-373 y miR-367 en los tres grupos de
estudio normalizados con el RNU44

Al realizar la comparacion de los niveles de los miRNA entre los tres grupos
normalizados con el control endégeno RNU44, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de miR-372(p=0,00000108), miR-
373(p=0,000313) y miR-367(p=0,0000000718) entre los grupos estudiados, sin
embargo, la expresion de miR-371(p=0.0000249) no presentd diferencias
significativas entre los grupos. Como se muestra en la figura 4A y 4B. En los casos
de TGCT/CO la expresion de los miRNA, fue mas alta en comparacion del grupo de
CO y del grupo control. Mientras que los niveles de expresion de los grupos con CO

y controles fueron estadisticamente similares en todos los miRNA analizados con
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excepcion del miR-367que present0 niveles mayores en pacientes con CO en

comparacion de los controles.

a) miR-371
@ Control
- 549 . CO
$ @ TGCT
% il * * |
Control co TGCT
b) miR-372
5§
0
o
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Fig. 4A. Niveles de expresién del a)miR-371(p=0.0000249) y b)miR-372 (p=0,00000108) de las
muestras de los grupos CO, TGCT/CO y control. Los valores de expresion son mostrados en
transformacion logaritmica, representado en graficas box plot. Los puntos muestran la dispersion de
los datos de las muestras.
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Fig. 4B. Niveles de expresion del ¢)miR-373 (p=0,00313) y d)miR-367(p=0,0000000718) de las
muestras de los grupos CO, TGCT/CO y control. Los valores de expresion son mostrados en
transformacion logaritmica, representado en graficas box plot. Los puntos muestran la dispersion de
los datos de las muestras
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Comparacion de la expresion del miR-371-373 y miR-367 en los tres grupos de
estudio normalizados con el RNU6B

Los niveles de los miRNAs entre los tres grupos normalizados con el control
enddégeno RNU6B, presentaron diferencias significativas en los cuatro miRNA: miR-
371 (p = 0.0000000953), miR-372 (p = 0.0000000039), MiR-373 (p= 0.00000376) y
miR-367 (p=0.0000000000764). Como se aprecia en la figura 5A y 5B. En los casos
de TGCT/CO la expresion de los miRNA presenté niveles altos en comparacion del
grupo de CO y del grupo control de igual manera que en los datos normalizados con
el RNU44. También observamos que los niveles de expresion del grupo CO vy
controles fue estadisticamente similar en el analisis de los miRNA del cluster.
Mientras que el miR-367 presento niveles mas altos en los pacientes con CO en

comparacion del grupo control.
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Fig. 5A. Niveles de expresion del a)miR-371(p=0.0000000953) y del b)miR-372 (p=0.0000000039), de
los grupos CO, TGCT/CO y control, normalizados con el control endégeno RNU6B. Los valores de
expresion son mostrados en transformacion logaritmica representado en graficas box plot. Los puntos
muestran la dispersion de los datos de las muestras.
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Fig. 5B. Niveles de expresion del c)miR-373(p=0.00000376) y d)miR-367 (p=0.0000000000764) de los
grupos CO, TGCT/CO vy control, normalizados con el control endégeno RNU6B.Los valores de
expresion son mostrados en transformacién logaritmica representado en graficas box plot. Los puntos
muestran la dispersion de los datos de las muestras.
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Nivel de expresion

Analisis de los miR-371-373 y del miR-367 en los pacientes con CO.

En el anadlisis de los miRNA en los pacientes con CO observamos una expresion
diferencial presentando valores significativos, siendo el miR-367 con mayor
expresion en los pacientes con CO tanto en la normalizacion con el RNU44

(p=0.00135) como con el RNU6B (p=0.00184) (Fig. 8).

RNU44 RNUGB
: T | 1 @ nmiRr-371
: 5 ' miR-372
. o @ miR-373
' e @ miR-367

MiRNAs miRNAs

Fig.6. Niveles de expresion de los miR-371,372,-373 y 367 en el grupo CO normalizados con el
RNU44 (derecha) y el RNU6B (izquierda), representado en graficas box plot superpuesto con el
diagrama de puntos.
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Analisis de los miR-371-373 y del miR-367 en los pacientes con TGCT/CO.
En el analisis de los miRNAs en los pacientes con TGCT/CO presentaron una
expresion muy similar sin diferencias significativas en la normalizacion con RNU44

(p=0.132) y con RNU6B (p=0.0913) respectivamente (Fig. 7).
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Fig.7. Niveles de expresion de los miR-371, 372,-373 y 367 en el grupo TGCT/CO normalizados con
los controles endégenos RNU44 (izquierda) y el RNU6B (derecha), representado en graficas box plot
con transformacion logaritmica superpuesto con el diagrama de puntos.
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Nivel de expresién

Analisis de los miR-371-373 y del miR-367 en el grupo control.
El analisis de expresién de los miRNA en el grupo control fue similar en la
normalizacion con el RNU44 (p=0.967) y con el RNU6B (p=1) sin diferencias

significativas observadas. (Fig. 8).
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Fig.8. Niveles de expresién de los miR-371, 372, 373 y 367 en el grupo control normalizados con los
controles endégenos RNU44 izquierda y el RNU6B (derecha), representado en graficas box plot
superpuesto con el diagrama de puntos.
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Comparacion del miR-367 en pacientes con COy controles

El miR-367 presentd los niveles mas altos en los pacientes con CO por lo que se
comparé con el grupo control. Se realizo la prueba de t-Student de muestras
independientes presentando diferencias significativas entre ambos grupos con valor
de p=0.042 para los datos normalizados con el RNU44 y un valor de p=0.026 para

los datos normalizados con el RNUG6B. (Fig. 9)
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Fig. 9. Resultados de la expresion de miR-367 en muestras de pacientes con CO y de individuos
control sanos normalizados con a) RNU44 y b) RNU6B, representados en graficas de box plot.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la expresion de los miRNAs se realizo la
basqueda de sus funciones celulares a través del analisis de sus posibles genes

blanco.

ol



5.3 Analisis ontol6gico del miR-371-373 y miR-del 367

Para la busqueda de las funciones biolégicas de los miRNAs y de sus genes blanco
se consultaron varias bases de datos como: KEGG, PANTHER, Gene Codis,
mirTarbase y Diana tools. A continuacién, se presentan algunas funciones biologicas

en las cuales podrian participar los miR-371-373 y miR-367.
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Fig.10. Procesos celulares en la cuales pueden participar el cluster miR-371-373 y miR-367
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En la siguiente tabla se muestran los posibles genes regulados por los miRNAs

analizados en este estudio y que tienen relacion con el cancer.

Tabla 6. Genes regulados por los miR-371-373 y el miR-367 relacionados a vias de cancer

mMiRNA GENES BLANCO RELACIONADOS AL CANCER
miR-371 | MYC, WNT9A, CDK6, FGF5, CYCS, BCL2L1, TRAF2, ITGA2, RAD51, SMAD2,
LAMC, VHL, MITF, HSP90AA1, CDH1
miR-372 | CYCS, FZD6, CCDC6, IGF1R, TGFBR2, ITGA2, CRK, CDKN1A, FZD9, CDK2,
FGF7, MSH3, CCNA1, VEGFA

miR-373 CXCLS8, STK4, CCND1, HIF1A, PTGS2, RELA, VEGFA, MTOR, CYCS, FZD6,

PIK3CA, CCDC6, IGF1R, TGFBR2, ITGAZ, JAK1, CRK, FZD9, MYC, RASSF1,
FGF7, MSH3., NCOA4, LAMC1, MPK8, CDKN1A, SMADA4
miR-367 BRAF, CDKNI1B, IGF1R, KRAS, E2F3, RB1, MDM2

De la lista de los genes relacionados al cancer, se encontraron seis genes

relacionados al TGCT regulados por los miRNAs de estudio, estos se presentan a

continuacioén en la tabla 7.

Tabla 7. Funcién de genes relacionados al TGCT regulados por los miR-371-373 y mir-367

mMiRNA GENES BLANCO FUNCION DE LOS GENES BLANCO RELACIONADOS
RELACIONADOS AL TGCT
AL TGCT
miR-371 | CDH1 (Cadherina 1) | EI RNAmMm de CDH1 se expresa altamente en CIS y

carcinoma embrionario
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miR-372 | VEGF (Factor de | En seminomas, la expresion del factor de crecimiento
miR-373 | crecimiento vascular VEGF ha demostrado que tiene un valor
endotelial vascular) | predictivo del desarrollo de metastasis. Tanto el RNAmM
como la expresion proteica de VEGF son
significativamente mayores en los TCGT que en los
testiculos normales, y su expresion se correlaciona con
la densidad microvascular dentro de los tumores.
miR-372 | IGFR1 (Receptor del | EI receptor del factor de crecimiento de insulina 1
miR-373 | factor de crecimiento | contribuye a la supervivencia celular del TGCT.
miR-367 | de insulina 1)
miR-373 | CDKN1A (inhibidor | Varios estudios han demostrado que la expresion de la
de la cinasa | proteina p21 y del RNAm de CDKN1A se expresa de
dependiente de | manera abundante en Cancer Testicular como el
ciclina 1) teratoma maduro.
RB1 (RB corepresor | Es un supresor tumoral. La falta de la proteina RB puede
transcriptional 1) facilitar la transicibn de células normales a células
tumorales contribuyendo a la patogénesis molecular de
los TGCT.
miR-367

KRAS (KRAS proto-

oncogene, GTPas)

KRAS es una pequefia GTPasa acoplada a receptor
tirosina quinasas. La activaciéon de las mutaciones KRAS
conduce a su activacion constitutiva que promueve la

carcinogénesis. Se ha visto expresado en seminomas.
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6. DISCUSION

La criptorquidia o el no descenso testicular, es la anomalia urogenital méas frecuente
al nacimiento en varones recién nacidos y es un factor de riesgo que incrementa de 7
a 10 veces el desarrollo del TGCT (Komarowska et al., 2015). Aunque la asociaciéon
entre ambas patologias es establecida clinicamente, no se conocen los mecanismos
gue conducen a esta malignidad. Actualmente, se han realizado estudios de factores
genéticos relacionados de manera independiente en ambas patologias (Ferlin et al.,
2008; Turnbull y Rahman, 2011; Ferguson y Agoulnik, 2013). Varios factores
genéticos han sido involucrados en el desarrollo del TCGT, en los ultimos afos, se
han investigado genes desregulados en el TGCT como herramientas de diagndstico
como los genes: PLAP, NANOG, KIT, SOX2, POU5F1, SALL4, TP53, KRAS.
Algunos de estos genes tienen funciones en la pluripotencia, en el ciclo celular,
migracién, sobrevivencia (Sheikine et al., 2012), por lo que el aumento del estudio
molecular del TGCT podria ayudar al pronéstico oportuno, sin embargo, no se ha
encontrado un factor genético en comun. Factores genéticos como la expresion de
mMiRNAs, cuya desregulacion se encuentra relacionada con el desarrollo del cancer
(Khan et al., 2019), podrian ayudar a establecer el mecanismo que conduce al
desarrollo TGCT en los pacientes pediadtricos con CO. Se ha visto que la
desregulacion de los miRNAs en el cancer, alteren su expresion, haciendo que los
MIRNAs puedan actuar como supresores de tumores, a niveles bajos de expresiéon o
como oncomiR en una elevada expresion (Jansson y Lund, 2012; Khan et al., 2019);
como es el caso del cluster miR-371-373 y el miR-367 que actlian como oncomiRs

en pacientes con TGCT (Voorhoeve et al., 2006; Murray et al., 2016; et al., 2019;
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Batool et al., 2019). Dichos miRNAs se han estudiado como biomarcadores del
TGCT, altos niveles de expresion de estos miRNAs caracterizan a esta patologia,
sin embargo,la expresion de los mismos disminuye después de la orquiectomia a
niveles normales por lo que son considerados biomarcadores universales para este
tipo de tumores (Murray et al., 2011; Gillis et al., 2013; Spiekermann et al., 2014;
Syring et al., 2014; Murray, Rijlaarsdam et al., 2015; Huddart y Coleman, 2016).

Los datos obtenidos en el andlisis de expresién del cluster miR-371-373 y miR-367
en los pacientes con TGCT/CO presentaron niveles altos en comparacion con
controles sanos, por lo que la sobreexpresion de los miRNAs en los pacientes con
TGCT/CO coincidié con lo reportado en pacientes con TGCT sin antecedentes de
CO en otras poblaciones como Alemania, Eslovaquia, Noruega, Reino Unido,
Austria y Holanda (Dieckmann et al., 2012; Gillis et al.,, 2013; Murray et al.,
2016;Rijlaarsdam et al., 2015; Spiekermann et al., 2014; Myklebust et a., 2019; Plaza
et al., 2019). La expresion de los miRNAs, en los pacientes pediatricos con COfue
baja en comparacion con los pacientes con TGCT/CO. Sin embargo, en el analisis
del miR-367 el nivel de expresion fue mayor en los pacientes con CO, en contraste
con el grupo control; por lo que el miR-367 seria el mIRNA candidato para ser
estudiado mas a fondo en relacion con la CO y el TGCT. A pesar de que el cluster
mMiR-371-373 no presentd niveles de expresion significativos en los pacientes con
CO, creemos importante que también sus genes blanco, deberian ser analizados
debido a que dos de las 12 muestras de pacientes con CO presentaron niveles mas

alto que los controles, siendo el 10% esperado con un nivel de expresion diferente,
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ya que se ha reportado que ese porcentaje de pacientes llega a desarrollar el TGCT
en la edad adulta (Mannuel et al., 2012).

En el grupo de pacientes con TGCT/CO, el analisis de los cuatro miRNAs, mostro
niveles de expresion altos, como lo reportado en poblaciones como Alemania, Reino
Unido, Eslovaquia, Noruega, Austria y Holanda (Palmer et al., 2010; Diekmann et al.,
2012; Gillis et al., 2013; Siryng et al., 2014; Rijlaarsdam et al., 2014; Spiekermann et
al., 2015; Agthoven y Looijenga, 2017; Radke et al., 2017; Terbuch et al. 2018. De la
misma manera los pacientes con criptorquidia en el analisis de los mIRNAs
presentaron una expresion mayor en el miR-367. Cabe mencionar que el analisis de
expresion del cluster miR-371-373 y del miR-367 no se ha realizado en pacientes
pediatricos con CO. Por lo que la diferencia de expresion que presentaron algunas
muestras de los pacientes con CO en comparacién del grupo control, podria deberse
en realidad a la presencia de una Neoplasia Intratubular de Células Germinales del
cual se sabe que puede encontrarse en el testiculo muchos afios antes de ser
detectado (Murray, Huddart y Coleman, 2016; Spiekermann et al., 2014). Por lo que,
seria importante evaluar los genes regulados por éstos miRNAs relacionados al
TGCT. Es necesario mencionar que este es un estudio preliminar en el cual seria
muy importante incrementar el nimero de muestras de los pacientes con CO para
obtener resultados mas precisos en la expresion de los miRNAS.

Por otro lado, el andlisis ontolégico de los genes blanco a través de bases de datos
como KEGG, PANTHER y miRtarbase, mostr6 una gran cantidad de genes

posiblemente regulados por los miRNAs de estudio. De entre ellos, se eligieron los
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genes que participan en vias de cancer y de éstos seleccionamos solo los genes que
participan en funciones relacionados al TGCT.

El gen seleccionado para su posterior estudio fue el gen IGF1R (Receptor del factor
de crecimiento de insulina I) que es regulado por tres de los cuatro miRNAs: miR-
372, miR-373 y miR-367. El gen IGF1R contribuye a la supervivencia, el crecimiento
y la proliferacién celular. Participa activando las vias MAPK y PI3K/AKT, provocando
la absorcion de calcio, glucosa y aminoécidos (Das et al.,, 2019). Ademas, se
encuentra involucrado en el desarrollo testicular con un papel en la proliferacion y
diferenciacion de las células de Sertoli y las células germinales, se sabe también que
es altamente expresado en espermatocitos secundarios y espermatidas tempranas.
Se encuentra relacionado a las via de FSH (hormona foliculo estimulante) en
animales, y se cree que participa en el volumen testicular en humanos (Cannarella et
al.,, 2017; Griffeth et al., 2014). El gen IGF1R se ha visto que participa en la via de
sefalizacion del descenso testicular, por lo que se cree que podria participar en el
inicio de la CO (Cannarella et al., 2017). Su papel en el funcionamiento testicular
normal es evidente, por lo que es posible, que un pequefio cambio en su regulacion,
sea el detonante para el desarrollo de la malignidad (Pascale et al., 2005; Selfe et al.,
2019). Por lo cual, consideramos que el estudio de este gen que podria ser regulado
por la mayoria de los miRNAs analizados en este trabajo, puede aportar informacion

importante en la relacion entre la CO y el TGCT.
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7. CONCLUSION

El miR-367 presentd los niveles méas altos en los pacientes con CO, siendo también
el mas elevado en los pacientes con TGCT/CO. Por lo que un analisis mas profundo
de la participacién de este miRNA podria ayudarnos en un futuro, resultando en la
obtencion de un biomarcador pronéstico para los pacientes con un alto riesgo de
desarrollar el TGCT como lo son los pacientes pediatricos con CO. Por otro lado, el
analisis funcional de estos mMIRNAs y su participacion en procesos celulares,
resultaria importante caracterizar y del mismo modo validar algunos de los posibles
genes blancos de los miRNAs estudiados, o que podria proporcionar informacion

importante acerca de la biologia y tratamiento de los TGCT.
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