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MARCO TEORICO
EMBRIOLOGIA

EMBRIOLOGIA Y DESARROLLO GONADAL

El sexo genético o cromosdmico es el que determina que la godnada
indiferenciada que se convierta en ovario en la mujer y testiculo en el hombre.
El desarrollo de los 6rganos genitales externos durante la época embrionaria se
produce en dos etapas: la etapa indiferenciada idéntica para ambos sexos, y la
etapa diferenciada, que es distinta segun el sexo cromosémico del individuo. La
aparicion del testiculo depende basicamente del cromosoma y, que induce la
diferenciacion de la gonada indiferente a testiculo y, si esta ausente, a ovario.

El sistema genital indiferenciado contiene las estructuras necesarias para
desarrollar cualquier sexo. Las gbénadas son sexualmente indiferenciadas y
tienen componentes masculinos y femeninos; la diferenciacién hacia un sexo
concreto conlleva el predominio gradual de un componente y la desaparicién
del otro. Las principales estructuras de este sistema genital indiferenciado son
los conductos de Wolff y de Miller y el seno urogenital. Alguna de ellas es
compartida con el sistema urinario también en desarrollo. La gdénada
indiferenciada aparece hacia la quinta o sexta semana de desarrollo
embrionario. Una vez determinada la presencia de ovario o testiculo (lo que se
conoce como sexo gonadal) seran estos los que condicionen el posterior
desarrollo de las caracteristicas sexuales del individuo. La transformaciéon a
sistema genital diferenciado se realiza durante la séptima semana del
embarazo, la gbnada empieza asumir caracteristicas de testiculo u ovario,
segun el feto posea cromosomas XY (sexo masculino) o XX (sexo femenino).
Si evoluciona hacia el testiculo, la génada aumenta de tamafio a medida que
alcanza una localizacion mas baja, Para que se produzca el desarrollo de las
caracteristicas masculinas, es necesaria la presencia del testiculo y de la
accion de sus hormonas. Los testiculos abandonan posteriormente la cavidad
abdominal alrededor del octavo mes y descienden en direccioén al escroto. Si la
gonada empieza a transformarse en un testiculo, los conductos de Wolff, a
través de la accién de las hormonas secretadas por el testiculo fetal,
comienzan a diferenciarse en el sistema masculino de conductos formando el
epididimo, los vasos deferentes, las vesiculas y los conductos eyaculadores. A
su vez, los conductos de Muller empiezan a desaparecer.

El parénquima testicular se encuentra formado por tubulos seminiferos, los
cuales tienes células de sostén llamadas células de sertoli localizas en la
membrana basal y proporcionando sostén a las células germinales, que son
células germinales madre, primitas de divisidn lenta, espermatogdnias de
proliferacion rapida, espermatidez y espermatozoides.

Las células de sertoli mantienen contacto fisico con los espermatozoides,
permiten la fagocitosis y produccién y secrecion de liquidos como la proteina
transportadora de andrégenos, proporcionando un reservorio de hormonal
androgénicas (dehidrotestosterona, testosterona, androtenodiona y 17 beta
estradiol) y su funcion principal es regular la hormona foliculo estimulante
(FSH) y Testosterona. Las células de sertoli proporcionan una barrera
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hematotesticular formada por células endoteliales y células miodes peri
tubulares, desarrollandose al comienzo de la espermatogénesis.

El epitelio germinal esta formado por 13 tipos distintos de células germinales y
en especial por la espermatogonia que produce division meidtica produciendo
espermatozides y originando 123 x 10° espermatozoides al dia.

En cuanto a la regulacion hormonal, los niveles de testosterona son 100 veces
mayores que en la circulacion periférica lo cual permitira el inicio y el
mantenimiento de la espermatogénesis. [24]

En estudios recientes y escasos se ha mencionado que las células testiculares
en las primeras fases de la espermatogénesis, principalmente en
espermatogonias y espermatocitos primarios mantienen una expresion
molecular de los genes MAGE, siendo analizados intencionadamente, ya que
estos son antigenos asociados a tumor y que se expresan de forma normal en
células testiculares, ovario y placenta, llamados antigenos testiculares de
cancer. [18)

CANCER DE TESTICULO:

El Cancer de Testiculo representa entre el 1% y el 1.5% de las neoplasias en el
Hombre y el 5% de los tumores Uroldgicos en general, con aparicion de 3-6
casos nuevos por 100 000 hombres al afio; es el tumor solido mas comun de
los hombres de 15 a 35 afios de edad; en USA en el 2008 se detectaron 8 090
casos nuevos en cancer de testiculo falleciendo 380 hombres. [1]

En México, el cancer se ha convertido en un problema de salud publica, con
110 mil casos nuevos registrados por ano; los tumores malignos ocupan el
tercer lugar de las principales causas de muerte en el pais, en el grupo de
hombres de 25 a 35 anos de edad, la leucemia (18.7%) y el tumor maligno de
testiculo (13.3%) ocasionan 32 de cada 100 decesos INEGI. [2]

El cancer de testiculo es poco mas frecuente del lado derecho que el izquierdo
y el 1%-2% de los casos son bilaterales en el momento del diagndstico, el tipo
histolégico varia, predominando en un 90 a 95% los tumores de células
germinales, con la incidencia maxima en el tercer decenio de la vida en el caso
de los tumores no seminomatosos y la cuarta década de la vida en tumores
seminomatosos. [1-3]

EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA:

El cancer de testiculo se presenta frecuente en gente de raza blanca y el grupo
de edad mas afectado es de 20-40 afnos con tumores de células germinales, no
seminomatosos principalmente el teratoma, mas comun en el tercer decenio de
la vida. Los seminomatosos son mas frecuentes en el cuarto decenio de la
vida. En menores de 10 afos el mas comun es el tumor del saco vitelino de
Yolk; en hombres mayores de 60 afios predominan los linfomatosos. [4]
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En algunos pacientes se describen alteraciones genéticas en cualquier tipo
histologico de tumores de células germinales, describiendo un marcador
genético especifico en el isocromosoma del brazo corto del cromosoma 12
(12p) [5], en las neoplasias testiculares intraepiteliales (TIN), se presentan las
mismas alteraciones cromosomicas detectando alteraciones en el gen p53,
siendo probable una disgregacion pluripotencial de las células germinativas
fetales identificado por marcadores especificos como M2A, C-KIT,
OCT4/NANOG, que son responsables de las TIN y neoplasias de células
germinativas; en la progresidbn a seminoma y carcinoma embrionario existe
superposicion de expresidon en el genoma y deteccibn del RNAmM de
alfafetoproteina (AFP) en seminoma atipico. [6,7]

En relacion a los factores de riesgo asociados son criptorquidia, destacan el
desarrollo de cancer testicular en un 5 a 10%, sindrome de Klinefelter,
antecedentes de familiares con tumores testiculares (padre, hermanos),
infertilidad, virus de inmunodeficiencia humana, TIN, administracién exégena
de estrogenos en madres embarazadas, aumentando la incidencia de tumores
de testiculo hasta 5%, traumatismo y atrofia testicular, sin embargo hasta el
momento se ha podido demostrar ninguna relacién causa efectos clara.[1,3]

El cancer de testiculo presenta excelentes resultados de curacion, los
principales factores que contribuyen a esto son la estratificacion minuciosa en
el momento del diagndstico, tratamiento precoz adecuado a base de
combinaciones quimioterapéuticas con o sin radioterapia y cirugia, asi como
seguimiento estricto del paciente.[1-3]

Los tumores testiculares de células germinales representan un grupo
heterogéneo de neoplasias de histologia compleja, que derivan de la célula
germinal primordial, esta multipotencialidad puede dar origen a diversas
neoplasias segun la etapa de diferenciacion en que se produzca la
transformacion maligna. Dado su origen comun, estos pueden presentar dos o
mas patrones histolégicos y representan el 95% de los tumores malignos de
testiculo. [2,3]

La mayoria de los tumores de células germinales inician en el testiculo,
ocasionalmente surgen de forma primaria en retro peritoneo, mediastino y muy
rara vez en la glandula pineal, los llamados (tumores germinales extra
gonadales). En general se dividen de acuerdo al tipo de célula que les da
origen, en seminomatosos (40-70%), no seminomatosos (15-20%); como él
(carcinoma de células embrionarias), teratoma (5-10%) y coriocarcinoma con
menos del 1%, estos presentan un crecimiento mas rapido y tendencia a dar
metastasis, el teratoma se diferencia de los otros tipos por su baja sensibilidad
a la quimioterapia. [2]

Los tumores de células no germinales o del estroma tienen su origen en las
células de Leydig y Sertoli y generalmente son benignos. [1]

Los tumores testiculares se diseminan por via linfatica y hematdgena, la
mayoria sigue la cadena linfatica contigua a los vasos espermaticos,
tipicamente el primer relevo ganglionar de metastasis de lado izquierdo se
localiza en la region peri y para aortica y del lado derecho en la region
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interaortocava, no es comun que cruce la regién contralateral, pero sucede
generalmente de derecha a izquierda. Con los tratamientos actuales, alrededor
del 95% de los pacientes con cancer testicular tienen sobrevida a 5 afos, sin
embargo su prondstico depende del grado de extension o estratificacion del
tumor, por lo que la deteccion y tratamiento oportuno son de suma importancia.

CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA
La clasificacion anatomopatoldgica se demuestra a continuacion [8].
1. Tumores de células germinales

* Neoplasia intratubular de células germinales

» Seminoma (incluidos los casos con células sincitiotrofoblasticas)

* Seminoma espermatocitico (mencionar en caso de existir un
componente sarcomatoso)

» Carcinoma embrionario

* Tumor del saco vitelino

+ Coriocarcinoma

» Teratoma (maduro, inmaduro, con componente maligno)

* Tumores con mas de un tipo histoldgico (especificar el porcentaje de
componentes individuales).

2. Tumores de los cordones sexuales/estroma gonadal

* Tumor de células de Leydig
* Tumor maligno de células de Leydig
» Tumor de células de Sertoli
— variante rica en lipidos
— esclerosante
— de células grandes calcificantes
» Tumor maligno de células de Sertoli
* Tumor de células de la granulosa
— tipo adulto
— tipo juvenil
» Grupo de tumores del tecomal/fibroma
* Otros tumores de los cordones sexuales/estroma gonadal
— incompletamente diferenciado
— mixto
* Tumores que contienen células germinativas y cordones
sexuales/estroma gonadal (gonadoblastoma).

3. Tumores diversos del estroma inespecifico
Tumores epiteliales del ovario.

Tumores de los conductos colectores y la red de Haller.
Tumores (benignos y malignos) del estroma inespecifico.
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DIAGNOSTICO:

El cancer de testiculo afecta a hombres jévenes entre el tercer y cuarto decenio
de la vida, la forma de presentacién mas frecuente es como una masa escrotal
indolora, sensacion de ocupaciéon o peso en bolsa escrotal y en un 10-20%
dolor en lado afectado, asimetria escrotal o testicular, puede existir un hidrocele
reactivo; el traumatismo en el escroto revela la presencia de un tumor
testicular, en un 7% aparece ginecomastia o dolor en regién dorso lumbar 11%,
El retraso en el diagndstico de la masa es frecuente, siendo la demora media
de 3-6 meses, esto se debe a un mecanismo de negacion por el paciente(1-4).

La exploracion fisica debe incluir un examen fisico completo para determinar
las caracteristicas de la tumoracién en el testiculo, busqueda de metastasis a
distancia (ganglios supraclaviculares, masa intra abdominal) ginecomastia. En
cada caso se explora los constituyentes de la bolsa escrotal, como el escroto,
testiculo, epididimo y cordén espermatico. [9]

Estudio por imagen del testiculo en la actualidad, la ecografia diagnostica sirve
para confirmar la presencia de una masa testicular y para explorar el testiculo
contralateral. Su sensibilidad en la deteccién de un tumor testicular es
practicamente del 100% y desempena una funcién importante a la hora de
determinar si la masa es intra o extra testicular [10]. La ecografia es una
prueba econdémica, pero resulta innecesaria cuando la presencia de un tumor
testicular es clinicamente evidente. Se debe realizar una ecografia testicular en
los varones jovenes sin tumor testicular palpable pero si con masas viscerales
o retroperitoneales o una concentracidbn sérica elevada de hormona
gonadotropina coridénica humana (hCG) o AFP. La ecografia se recomienda
para vigilar el testiculo contralateral en el seguimiento de los pacientes con
riesgo (9). La resonancia magnética (RM) ofrece una mayor sensibilidad y
especificidad que la ecografia para diagnosticar tumores y puede diferenciar
tumores seminomatosos de no seminomatosos; ofrece una sensibilidad del 100
% y una especificidad del 95%-100%, pero su costo elevado no justifica su uso
con fines diagnodsticos. [11,10]

MARCADORES TUMORALES:

Los marcadores tumorales séricos en el momento del diagnéstico son factores
prondsticos y contribuyen al diagnéstico y la estatificacion. La Alfa-feto proteina
(AFP) producida por las células del saco vitelino, Fraccion beta de
gonadotropina coridnica (B-hCG) expresion de los trofoblastos vy
Deshidrogenasa Lactica (DHL) (12, 9). En general, se observa un incremento
de estos marcadores en el 51% de los casos de cancer de testiculo. La AFP
aumenta en un 50%-70% de los pacientes con tumores de células
germinativas no seminomatosos (TCGNS) y se observa un incremento de la B-
hCG en el 40%-60% de los pacientes con TCGNS. Alrededor del 90% de los
tumores no seminomatosos cursan con elevacién de uno o ambos marcadores.
Hasta el 30% de los seminomas debutan o presentan una concentracion
elevada de B-hCG durante la evolucion de la enfermedad [1,14-15]. La LDH es
un marcador menos especifico y su concentracion es proporcional al volumen
tumoral. Puede estar elevada en el 80% de los pacientes con cancer de
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testiculo avanzado (5). Hay que sefialar que las concentraciones negativas de
marcadores no descartan el diagnostico de un tumor de células germinales.
Otro marcador estudiado es la fosfatasa alcalina placentaria (FAP), que podria
resultar util para vigilar a los pacientes con seminoma puro. En algunos centros
se dispone de marcadores citogenéticos y moleculares, aunque actualmente
solo se emplean en estudios de investigacion. La determinacion de las
concentraciones séricas de AFP, B-hCG y LDH (en tumores avanzados) es
obligatoria, mientras que la de FAP es opcional. [1]

ALFA-FETOPROTEINA: (AFP)

Es una glicoproteina de peso molecular 70.000 Dalton, demostrada por primera
vez en el plasma fetal normal de Bergstrand en 1954, producida por el saco
vitelino, higado y aparato digestivo. La concentracion mas elevada se
encuentra entre la 12 y 14 semana de gestacion, disminuyendo posterior al
nacimiento, al afio solo se encuentra en concentraciones bajas menores a
40ng/ml. Puede detectarse en neoplasias como testiculo, higado, pancreas,
estomago, pulmén, ataxia-telangiectasia y en tirosinemia. La AFP puede
producirse por el carcinoma embrionario puro, teratocarcinoma, tumores del
saco vitelino o por tumores combinados, no aparece en coriocarcinoma puro o
en seminoma puro; la semivida de este marcador es de 5-7 dias por lo que
puede utilizarse para observar la respuesta a tratamiento [1-3]. Valores
normales 0 a 10 ng/ml. [3-4]

GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA FRACCION B: (B-HCG)

Es una glicoproteina de peso molecular 38.000 Daltons, constituida por dos
cadenas poli peptidicas: alfa y beta, se produce en condiciones normales por el
tejido trofoblastico; las hormonas hipofisarias FSH, LH y Tirotropina poseen una
subunidad alfa, la subunidad beta posee aspectos estructurales y antigénicos
diferentes a las alfa, permitiendo la produccién de anticuerpos especificos
contra la subunidad purificada la HCB que se emplea en las técnicas de radio
inmunologia. La HCG es secretada por la placenta en la gestacion, y en 1930
se demostré que la HCG era detectable en tumor de células germinales
demostrando que las células sincitiotrofoblasticas son responsables de la
produccion de HCG. La semivida plasmatica es de 24-36hrs, pero las
subunidades aisladas se eliminan con mas rapidez 45 minutos. Esta presente
en pacientes con coriocarcinoma y en un 40-60% en carcinoma embrionario, un
5-10% de los pacientes con Seminoma Puro tienen una concentraciéon
detectable de HCG (menos de 500ng/ml) producida por las células
sincitiotrofoblasticas presentes en algunos seminomas [1-3]. Valores normales
<5 miU/mL. [4]

DESHIDROGENASA LACTICA:

Son enzimas celulares de 134.000Daltons con wuna concentracion
especialmente elevada en el musculo liso, cardiaco y esquelético, en el Higado,
Rifdn y Cerebro. Se ha descrito que la elevacion de la concentracion
plasmatica de DHL es un elemento destacado en el tratamiento de los tumores
germinales, Se trata de un marcador de volumen tumoral que aparece elevado
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en el 70% de los pacientes con un seminoma. En los pacientes con
enfermedad metastasica se recomienda determinar cémo marcador de
destruccidn tisular. [1-3]

Los marcadores tumorales son los mas utiles en el manejo de los tumores de
testiculo ya que son los que se encuentran elevados con mayor frecuencia,
pueden ser positivos hasta en el 90% de los casos si se miden en forma
simultanea, deben determinarse antes del tratamiento quirdrgico para poder
efectuar una vigilancia, la elevacién mantenida de los marcadores después de
la orquiectomia radical inguinal sugiere la persistencia de células tumorales.

La utilidad diagnéstica de los marcadores orientan sobre la naturaleza
histologica del tumor, como la AFP hacia un tumor no seminomatoso, una
normalizacion de la B-hCG tras la orquiectomia radical es un elemento
indicativo de un seminoma puro si el histopatoldgica se confirma. La utilidad
Pronostica de los marcadores se observa al presentarse una elevacion intensa
de los marcadores sugerente de una masa tumoral voluminosa o0 metastasica,
asi como la persistencia de elevacion de los marcadores tumores posterior a
orquiectomia radical, resultando un buen prondéstico o mal pronéstico. La
evaluacion de la respuesta terapéutica después de un tratamiento eficaz, los
marcadores deben ser negativos, algo que debe mantenerse a lo largo de la
vigilancia. [9]

El estadio clasico y valor prondstico en las cifras del marcador estan en
relacion directa con la carga tumoral, de manera que las cifras elevadas hacen
pensar en estadios avanzados y presencia de metastasis, de la misma manera
se ha comprobado que la coexistencia de marcador elevado y multiples masas
adenopatias en la tomografia suponen un mal prondstico y escasa respuesta a
regimenes de tratamiento con quimioterapia.

Monitorizacion de la respuesta terapéutica y seguimiento: La velocidad de
normalizacion de la cifra del marcador tras el tratamiento es considerado por
muchos como un factor prondstico ya que dicha velocidad esta en relacién
directa con la carga tumoral previa y con la viabilidad del tumor. Cuanto mas
rapida sea la disminucidon mayor posibilidad de que el paciente se encuentre
libre de enfermedad. La persistencia de un marcador elevado tras el
tratamiento implica respuesta incompleta. De la misma manera la recidiva
bioquimica o elevacion de los marcadores puede preceder a la recidiva clinica
o radiolégica con lo que se puede instaurar el tratamiento antes de que la
recidiva sea sintomatica, cuando la carga tumoral es minima. [3]

Todo paciente con una masa testicular debe someterse a una exploracion
inguinal con exteriorizacion del testiculo dentro de sus tunicas si se detecta
tumor testicular se realizard orquiectomia radical; la orquiectomia radical es
considerada el tratamiento primario para la mayoria de los pacientes que
presenten una masa testicular sospechosa, se debe realizar orquiectomia
radical con ligadura alta y corte del cordon espermatico a nivel del anillo
inguinal interno. El estudio histopatolégico del testiculo es necesario para
confirmar el diagndstico y definir la extension local del tumor; en caso de
enfermedad diseminada y metastasis se realiza quimioterapia inicial de modo
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que puede retrasarse la orquiectomia radical hasta la estabilizacion clinica.
Puede considerarse efectuar biopsia inguinal si existe la sospecha de alguna
anormalidad intratesticular como masa hipo ecoica, heterogénea y micro
calcificaciones.

EXAMEN ANATOMOPATOLOGICO: [1]

- Caracteristicas macroscopicas: lado, tamafio maximo del tumor vy
caracteristicas macroscépicas del epididimo, cordon espermatico y tunica
vaginal.

- Obtencion de muestras: corte de 1cm” por cada centimetro de diametro del
tumor, incluido el parénquima, la albuginea y el epididimo con seleccién de
zonas sospechosas.

- Caracteristicas microscopicas y diagnostico: tipo histolégico segun los
criterios de la clasificacion de la OMS: presencia o ausencia de invasion
venosa o linfatica peri tumoral, presencia o ausencia de invasion albuginea,
tunica vaginal, red de haller, epididimo o cordon espermatico, presencia o
ausencia de neoplasia intratubular de células germinativas en parénquima
tumoral

- Categoria pT segun la clasificacion de TNM
- Estudios Inmunohistoquimicos.

ESTADIFICACION:

Ha de evaluarse la cinética de la vida media de los marcadores tumorales
séricos por inmuhistoquimica, ganglios y descartar la presencia de metastasis
viscerales: (Tabla 1-3)

- Cinética de la semivida de los marcadores tumorales séricos después de
la orquiectomia.

- Ganglios retroperitoneales, supraclaviculares y el higado

- Presencia y ausencia de afectacion ganglionar mediastinica y pulmonar.

- Metastasis en cerebro y hueso.

Pruebas diagndsticas:

- Muestras sanguineas.

- Radiografia de térax.

- Tomografia computarizada abdominopelvica y toracica.
- Ecografia abdominal y retroperitoneal.

- Resonancia magnética.

- Tomografia por emision de positrones. (PET)

Los marcadores tumorales séricos AFP y B-hCG (5-7 y 2-3 dias
respectivamente), deben reevaluarse después de la orquiectomia radical para
determinar la cinética de la semivida, ha de evaluarse el descenso de los
marcadores en los pacientes con enfermedad en estadio clinico | hasta que se
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haya producido normalizacion, (Clasificacion de Riesgo del International Germ
Cell Collaborative Group IGCCCG); la elevacion persistente de los marcadores
tumorales séricos puede indicar la presencia de metastasis, mientras que la
normalizacion de los valores no descarta la presencia de metastasis tumorales;
durante la quimioterapia deberian disminuir los valores de los marcadores ya
que su persistencia revela un valor pronostico adverso, (tabla 2). [2]
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TUMOR NODULO METASTASIS (TNM):

pT- Tumor primario

El grado de tumor primario, usualmente se clasifica después de la orquidectomia radical, por lo que se

asigna un estadio patoldgico.
pTX Tumor primario no puede ser evaluado
pTO Sin evidencia de tumor primario (por ejemplo una cicatriz histolégica en el
testiculo)
plis Neoplasia intratubular de células germinales (carcinoma in situ)
pTl Tumor limitado a testiculo y epididimo sin invasién vascular/linfatica; el
tumor puede invadir la tinica albuginea pero no la tdnica vaginal
pT2 Tumor limitado a testiculo y epididimo con invasion vascular/linfatica, 6
tumor que se extiende a través de la tinica albuginea con compromiso de
tunica vaginal
pf?o Tumor que invade el corddn espermatico con o sin invasion vascular/ linfatica
pTd Tumor que invade el escroto con o sin invasion vascular/ linfatica
N - Nédulos linfiticos regionales
NX Ganglios linfiticos regionales no evaluables
NO No existe metdstasis ganglionar linfatica regional
N1 Metastasis con masa en ganglio linfatico de 2 cm 6 menos, en su dimensién
mayor; 6 ganglios linfaticos multiples, ninguno mayor Z cm, en su dimension
mayor
N2 Metastasis con masa en ganglio linfatico mayor a 2 cm, pero no de mas de 5
cm en su dimension mayor; ¢ ganglios linfaticos mdltiples, cada uno con masa
mayor a 2 cm, pero no mas de 5 cm en su dimensién mayor
N3 Metastasis con masa en ganglio linfatico mayor a 5 cm, en su dimensién
mayor
Patolégica
pNX Ganglios linfaticos regionales no evaluables
pNO Sin metastasis a ganglios linfaticos regionales
pN1 Metastasis con masa en ganglio linfatico de Z cm 6 menos, en su dimension
mayor y 5 nédulos positivos 6 menos, ninguno mayor de Z cm en su
dimension mayor
pN2 Metastasis con masa en ganglio linfatico mayor de Z cm pero nomayora 5 am
en si dimension mayor 6 mas de 5 nédulos positivos, ninguno mayor de 5 cm;
6 evidencia de extension del tumor extra linfatica
pN3 Metistasis con masa en ganglio linfitico mayor a 5 cm en su dimensién mayor
M - Metistasis a distancia
MX Metastasis distante no puede ser evaluada
MO No hay metastasis distante
Ml Metastasis a distancia
Mla Metistasis a anglio(s) linfitico(s) no regional(es) o pulmonar
M1b Metaistasis a distancia diferente 3 ganglios linfiticos no regionales y
pulmén

Fuente: NCCN. Guias de Practica Oncoldgica: Cancer de Testiculo, 2009
Fuente original: American Joint Committee on Cancer: (AJCC), 2002

Tabla 1: Estatificacion del Cancer de Testiculo
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SX  Estudio de marcadores no disponible o no realizado
SO0  Estudio de marcadores con limites dentro de lo normal
S1 DHL (UA) <1S5xNy

HGC (mlu/mL) <500y

AFP (ng/mi) <1000
S2 DHL (UAN) 15-10xNé

HGC (mlu/mL) 5000a 50,0006

AFP (ng/ml) 1000 a 10, 000
S3 DHL (UM >10xNé6

HGC (mlu/mL) >50,0006

AFP (ng/ml) >2 10,000
N indica el limite normal alto de la DHL

Tabla 2: Marcadores tumorales serologicos.

Grupos de etapas
Etapa 0 pTis NO MO S0
Etapa | pl 1-4 NO MO SX
Etapa | A pT 1 NO MO S0
Etapa | B pT 2 NO MO S0
pT 3 NO MO SO
pT d NO MO S0
Etapal§ Cualquier pT/TX NO MO S1-3

Etapa Il Cualguier pT/TX N1-3 MO SX
Etapa llA Cualquier pT/TX N1 Mo SO
Cualquier pT/TX N1 MO S1
Etapa Il B Cualquier pT/TX N2 MO S0
Cualquier pT/TX N2 MO Sl
Etapa Il C Cualquier pT/TX N3 MO SO
Cualquier pT/TX N3 MO S1
Etapa lll Cualquier pT/TX Cualquier N M1 SX
Etapa lll A Cualquier pT/TX Cualquier N Mla SO
Cualquier pT/TX Cualquier N Mla S1
Etapa llIB Cualquier pT/TX N1-3 MO S2
Cualquier pT/TX Cualquier N Mla S2
EtapalliC Cualquier pT/TX N1-3 MO S3
Cualquier pT/TX Cualquier N M1la S3

Cualquier pT/TX Cualquier N M1b Cualquier S

Fuente: NCCN. Gulas de Practica Oncoldgica: Cancer de Testiculo, 2009

Tabla 3: Etapas Clinicas.

ESTATIFICACION Y CLASIFICACIONES PRONOSTICAS:

- Determinacion de la extensiéon anatémica de la enfermedad.

- Evaluacion de marcadores tumorales séricos, incluidos los valores de B-

hCG, AFP y LDH tras la orquiectomia. (categoria S, Tabla 2).

- Definicion y tamano de ganglios regionales.
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Sistema de estratificacion basado en el prondéstico del cancer metastasico
de células germinales. (International Germ Cell Cancer Collaborative

Group).

SSP = supervivencia sin progresion; AFP = alfafetoproteina; B-hCG = gonadotropina coriénica humana; LDH = lactato

deshidrogenasa.

Grupo de buen prondéstico

No seminomatoso (56% de los casos)
SSP a los 5 afos del 89%
Supervivencia a los 5 afios del 92%

Todos los criterios siguientes:

* Primario de testiculo/retroperitoneal
» Ausencia de metastasis viscerales
extra pulmonares

* AFP < 1.000 ng/ml

* B-hCG < 5.000 UI/I (1.000 ng/ml)

* LDH < 1,5 veces el LSN

Seminoma (90 % de los casos)
SSP alos 5 afos del 82 %
Supervivencia a los 5 afios del 86 %

Todos los criterios siguientes:

* Cualquier localizacién primaria

* Ausencia de metastasis viscerales
extra pulmonares

* AFP normal

* Cualquier B-hCG

* Cualquier LDH

Grupo de prondstico intermedio

No seminomatoso (28 % de los casos)
SSP alos 5 afos del 75 %
Supervivencia a los 5 afios del 80 %

Todos los criterios siguientes:

* Primario de testiculo/retroperitoneal
» Ausencia de metastasis viscerales
extra pulmonares

* AFP >1.000 y < 10.000 ng/ml o
+hCG > 5.000 y < 50.000 Ul/l o
*LDH>1,5y <10 veces el LSN

Seminoma (10 % de los casos)
SSP a los 5 afos del 67 %
Supervivencia a los 5 afios del 72 %

Cualquiera de los criterios siguientes:
* Cualquier localizacion primaria

» Metastasis viscerales extra
pulmonares

* AFP normal

* Cualquier B-hCG

» Cualquier LDH

Grupo de mal prondstico

No seminomatoso (16 % de los casos)
SSP alos 5 afos del 41 %
Supervivencia a los 5 afios del 48 %

Cualquiera de los criterios siguientes:

* Primario mediastinico

. Metastasis viscerales extra
pulmonares

* AFP >10.000 ng/ml o

* B-hCG > 50.000 UI/I (10.000 ng/ml)
o°* LDH > 10 veces el LSN

Seminoma

Ningun paciente clasificado como de mal

prondstico
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Se puede ofrecer la vigilancia como una alternativa de manejo primario a
pacientes con cancer de testiculo no seminomatoso etapa clinica I, de bajo
riesgo en caso de recurrencia es susceptible de rescate con quimioterapia. Se
ha demostrado que la aplicacion de 2 ciclos de quimioterapia con BEP
(Bleomicina, Etopésido y Cisplatino), en pacientes con Cancer de Testiculo no
semonimatoso en etapa clinica | con riesgo alto (invasién linfovascular y que
tienen 50% de probabilidad de recaida) la tasa de recurrencia es de 2.7% sin
afeccion de la fertilidad ni la actividad sexual.

La linfadenectomia retroperitoneal (LRP) en pacientes con Cancer de Testiculo
no seminomatoso en etapa clinica | se encuentra 30% de metastasis
ganglionar retroperitoneal. [1,14]

FACTORES DE RIESGO PRONOSTICOS

En relacién con el seminoma en estadio |, en un analisis multifactorial se ha
identificado el tamano del tumor (> 4 cm) y la invasion de la red de Haller como
los factores predictivos mas importantes de recidivas.

En cuanto a los tumores no seminomatosos en estadio |, la invasion vascular
de vasos sanguineos o linfaticos por el tumor primario es el factor predictivo
mas importante de metastasis ocultas. La tasa de proliferacion, asi como el
porcentaje de carcinoma embrionario, son otros factores predictivos que
mejoran el valor predictivo positivo y negativo de la invasion vascular. [1]

Seminoma No Seminoma

Tipo
Histopatolégico

e Tamano del Tumor
>4cm
e Invasion a lared de

e [nvasioén vascular/Linfatica
intra o peritumoral
e Tasa de Proliferacion >70%

Haller e Porcentaje de carcinoma
embrionario >50%

Clinicos (en relacién con la enfermedad metastasica)

e Localizacion primaria.
e Elevacion de la concentracién de marcadores tumorales
e Presencia de Metastasis viscerales extra pulmonares.

TRATAMIENTO.

Todo paciente con una posible masa testicular debe someterse a una
exploracion inguinal con exteriorizacion del testiculo dentro de sus tunicas. Si
se detecta un tumor, ha de practicarse una orquiectomia radical inmediata con
seccion del cordén espermatico a la altura del anillo inguinal interno. Cuando el
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diagnostico no esta claro, se obtiene una biopsia testicular para efectuar un
examen histoloégico de cortes congelados.

En caso de enfermedad diseminada y metastasis potencialmente mortales, la
practica actual consiste en empezar con quimioterapia inicial, de modo que
puede retrasarse la orquiectomia radical hasta que se haya logrado la
estabilizacién clinica.

ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER (ATC)

Los antigenos testiculares de cancer son un grupo de proteinas que estan
expresados de manera normal, unicamente en tejido testicular, placenta y
ovario, son una amplia familia de antigenos asociados a la expresion de
tumores de diverso origen histolégico. Los ATC poseen un patron de expresion
tumoral e inmunogenicidad; estan presentes también en algunos tumores
soélidos, se han considerado antigenos estrictamente especificos de tumor y su
principal ventaja es que son reconocidos por los LT CD8, los cuales
desencadenan una respuesta inmune contra ellos. [16,21]

Los genes de los ATC fueron identificados por diversas técnicas
experimentales las cuales incluyen el SEREX (clonacién Serolégica de
Expresion), analisis de expresion de mRNA y clonacion de los epitopes de los
LT CD8. El término de ATC fue acufiado por Old y Chen en 1997, hasta ahora
70 familias de ATC con mas de 140 miembros han sido identificadas en la base
de datos del Instituto Ludwig para la investigacion del cancer. [16]

Los ATC pueden ser divididos en aquellos que son codificados en el
cromosoma X, los genes X-ATC y los que no son X-ATC (Simpson et al 1995),
EL 10% de genes en el cromosoma pertenecen a la familia X-CTA, representan
mas de la mitad de todos los ATC y frecuentemente constituyen a familias
multigénicas organizadas en el cromosoma X, como los genes de la familia
SSX y GAGE, PAGE, XAGE de la region Xp11, y la region de Xq24-g28 que
alberga la mas alta densidad de ATC incluyendo MAGE-A, MAGE-C y NY-
ESO-1(Simpson 2005, Zendman 2003). Los genes no X-ATC, son distribuidos
por el genoma y son en su mayoria genes de copia unica. [16, 18, 17, 21]

Conforman varias familias que se encuentran ubicados en lo largo de todos los
cromosomas; una de las mas importantes es la que corresponde a los genes
MAGE (Antigenos Asociados a Melanoma), la cual es la mas amplia e
histéricamente la primera en describirse. [16, 17, 18]

Recientemente se ha propuesto que las proteinas de los ATC podrian estar
implicadas en las vias de diferenciacion de las células progenitoras o stem
cells. [20]

REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS ATC.

La expresion de estos genes estd regulada por factores epigenéticos
(metilacion y acetilacion), en donde el patron de metilacion del DNA se genera
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durante el desarrollo embrionario. Las alteraciones en la metilacion del DNA
ocurren durante la patogénesis de los tumores puesto que se ha observado
hipometilacion en varios carcinomas, lo anterior sugiere que la hipermetilacion
del DNA asi como la hipometilacién juegan un papel muy importante en la
tumorogenesis y que la activacion transcripcional es debida a la desmetilacion
del promotor. [15]

La hipermetilacién de los dinucleotidos CpG del extremo 5°de MAGE-A1,
MAGE-A3, y NY-ESO-1; previene el acceso de los activadores Ets y Sp1 y por
lo tanto evita la induccién del promotor, este hallazgo indica una relacién entre
la hipermetilacion del DNA vy la represién transcripcional del promotor del gen
MAGE-A1l. Otros genes MAGE, como B y C presentan el mismo patrén de
expresion.

Cabe senalar que la expresion de estos genes no solo esta determinada por la
desmetilacién del promotor, sino que también influyen factores asociados a la
configuraciéon de la cromatina. La acetiltranferasa de histonas y la
histonadesatilas estan involucradas en las modificaciones  post-
transcripcionales dando como resultado un reordenamiento de la cromatina.

Se ha demostrado que si se induce la hipo-metilacién y la acetilacién de las
histonas en los promotores de células madre mesenquimales se expresaba los
antigenos testiculares MAGE-A, GAGE y XAGE-1, entre otros; lo anterior da
como resultado que tanto la metilacion del DNA asi como la des acetilacion de
histonas estan involucradas en el silenciamiento de los genes MAGE-A. En
suma al analisis de mRNA por RT-PCR, la expresién de algunos ATC han sido
investigados a nivel proteico por analisis inmunohistoquimico (IHC), mostrando
buena correlacion entre proteina y mRNA. El uso de IHC permite investigar la
distribucion intratumoral de ATC, revelando lo que puede definirse como
expresion ATC en cancer: su heterogeneidad intratumoral. [15]

La metilacion del DNA es una modificacién que ocurre y lleva a silenciar la
expresion del gen y se refiere a la suma covalente del grupo metll, catalizado
por metiltransferasas del DNA (DNMTS). La metilacion de DNA puede causar
el silencio de genes interfiriendo directamente con la unidon de factores
especificos de transcripcion del DNA o uniendo proteinas metil (MBDs). Todos
los genes ATC estudiados son promotores normales de metilacion, en tejidos
somaticos normales no son expresados y son activados por desmetilacion
durante la espermatogénesis. La primera evidencia de la expresion de los ATC
fue regulada por la metilacién del DNA (Weber, et al), que demostré que el
tratamiento con la DHA como agente desmetilante del DNA; 5-aza-2”
deoxycitidna (5AZACdr) activando de novo la expresiéon el gen MAGE-AL en
linea celular de melanoma. En un profundo analisis se demostré, que MAGE-
Al como gen de expresion correlacionado con el estado de metilacién,
promotor en células neoplasicas de diferentes histotipos. Esto también es
verdadero para diferentes MAGE A y N-Y-ESO-1, que su expresion fue
encontrada siendo asociada invariablemente con un estado de hipo metilacion
de sus promotores en los tumores y lineas celulares investigadas.

20



Urologia Hospital General de México

La prueba definitiva del estado de metilacion del promotor ATC, es el
mecanismo molecular que liderea la regulacion de la expresion ATC que viene
de los experimentos de transcripciones cuyos genes reportados son manejados
por los promotores ATC no metilados y metilados in vitro, demostrando que el
promotor de metilacion fue el unico factor limitante de la actividad del promotor
ATC en células cancerigenas. En este mismo sentido los recientes estudios
han demostrado que el estado promotor de metilacion es directamente
responsable por la alta expresién heterogénea intratumoral de ATC que es
frecuentemente observada en el melanoma humano. Interesantemente, este
promotor de metilacién heterogéneo ha sido encontrado siendo heredado a un
nivel unicelular propagando la expresion ATC heterogénea a generaciones de
células hijas.

La asociacion reportada entre hipo metilacion de promotores ATC y la
expresion ATC ha sido recientemente confirmada en poblacion de melanoma
de Stem Cells, sugiriendo la regulacién epigenética que también puede ser un
mecanismo importante de la regulacion de genes ATC en células cancerosas
Stem Cells.[15,16]

ANTIGENOS ASOCIADOS A MELANOMA (MAGE)

Fueron identificados inicialmente en melanoma [15-18], los genes de la familia
MAGE-A se encontraron en una gran variedad de tumores a pesar de que su
expresion estaba limitada a células germinales de testiculo, ovario y placenta.
Los genes de la familia MAGE-A, MAGE-B y MAGE-C estan expresados en
células germinales y en células de cancer, mientras que los genes restantes de
la familia MAGE, sobre todo MAGE-D y NECDIN/MAGE-L2.

Todos los genes de la familia MAGE-A, tienen una proteina codificada por un
solo exoén precedidos por varios exones no codificantes esto mismo implica
para los genes de la familia B, la familia C, sus regiones codificantes estan
interrumpidas por intrones. [16]

Los genes MAGE-A, B, C fueron los primeros que se descubrieron, estan
codificados en el cromosoma X y forman el denominado grupo MAGE case |
(16-21), debido a lo anterior se les ha atribuido funciones similares. Las
funciones de estos genes aun no estan del todo descifradas pero en
investigaciones realizadas de ha demostrado su relacibn con ciclos de
proliferacion y apoptosis en las células tumorales.

OTROS ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER.

Otros ATC de importancia biolégica son los genes GAGE, esta familia se ubica
en el cromosoma 11, se le ha encontrado en gran variedad de tumores, las
proteinas que codifican son inmunogénicas en humanos y son reconocidas por
los linfocitos CD4 y CDS8, por lo cual son un blanco importante para posibles
vacunas aplicadas a inmunoterapia. GAGE esta presente durante el desarrollo
del ectodermo en el embridén, en células neuroectodermales y en células
gliales; asi también se encuentran en la corteza adrenal periférica en
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embriones entre 6 y 9 semanas, por lo anterior se conoce como un gen del
desarrollo embrionario al igual que los genes de la familia MAGE-A.

La familia BAGE se encuentra formada por 15 miembros, los cuales estan
presentes en diversos tumores. Se sabe que su activacion es debida a factores
epigenéticos como la metilacién del DNA, que en el caso de BAGE, cambio en
los patrones de metilacion activan el gen, el cual se ha propuesto como
biomarcador epigenetico en ciertos canceres.[16]

Los genes LAGE-1 y NY-ESO-1 presentan una alta homologia y generalmente
se encuentran coexpresados en diversos canceres. Se ha observado la
coexpresion de estos genes durante el desarrollo fetal, alrededor de las 22
semanas de gestacion, lo cual sugiere que juegan un papel importante en el
desarrollo de los cordones sexuales asi como de las pro-espermatogonias [19].

EXPRESION DE LOS ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER EN
OTRAS NEOPLASIAS.

La frecuencia de expresion del gen MAGE-A3 en melanomas es de 73%, en
carcinomas de esoéfago 47%, de cabeza y cuello 49% y de vejiga de 36%.

Se ha encontrado la expresion del gen NY-ESO-1 en otros canceres, tales
como pulmén, mama, prostata, gastrico y en cancer de esofago, neoplasia que
le dio nombre al antigeno. [16]

En mieloma multiple se demostr6 expresion tanto del gen LAGE-1 (42%) como
de Ny-ESO-1 (26%) y coexpresion de ambos genes en un 18% de las muestras
analizadas. Su coexpresion también se reporté en cancer de vejiga, de ovario y
carcinoma hepatocelular. Se ha reportado, que basandose en resultados y
realizado una correlacién clinica, los antigenos testiculares de cancer son
candidatos para inmunoterapias mientras que los genes de la familia GAGE y
MAGEC1/CT7 parecian tener impacto en el prondstico de mieloma multiple.

Estudios realizados reportaron que los genes MAGE estaban silenciados en la
medula 6sea y en sangre periférica de pacientes con leucemia, mientras que
en otros se reportd que los genes estaban presentes en linfocitos T de
Leucemia Linfoblastica Aguda asi como en células de mieloma multiple. En
Leucemia Mieloblastica crénica los ATC estan presentes en sus lineas
celulares con mayor expresion del gen MAGE-A3 y PRAME.

INMUNOGENEIDAD DE ATC.

Los ATC son expresados en tumores pero no en tejido normal, excepto en
tejido testicular, el cual no es accesible para el sistema inmunoldgico, de
hecho, la barrera de sangre en testiculo y la falta de la expresién HLA clase 1
en la superficie de células. Desde un punto de vista inmunolégico, los ATC
pueden considerarse como objetivos esenciales del tumor.

Los ATC distintos codifican diferentes péptidos antigénicos que son
presentados al sistema inmunoldgico en asociacion con varios HLA clase | o
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HLA Clase Il, teniendo repuesta humoral y Celular. Las respuestas inmunes
espontaneas y coordinadas han sido demostradas en contra en varios ATC. En
este contexto, NY-ESO-1, parece ser el ATC mas inmunogénico espontaneo y
coordinado humoral y mediador celular de respuestas inmunes en un gran
porcentaje de pacientes con tumores expresando NY-ESO-1.

NY-ESO-1 ha sido detectado en 36% de canceres tiroideos, 4-12.5% de
canceres de pulmon, 7 a 13% de canceres de ovario, 8 a 16% de canceres de
mama, 10% melanomas, 12.5% de canceres de vejiga, 13% canceres
esofagicos; correlacionando las respuestas de anticuerpos demuestran que
mas del 90% de los pacientes con anticuerpos NY-ESO-1 circulando, también
han desarrollado respuesta humoral (T CD8+) , ausentes en pacientes que los
anticuerpos NY-ESO-1 no fueron detectados .

Los ATC representan un objetivo molecular ideal para inmunoterapias en
pacientes con cancer. De acuerdo a varios ensayos clinicos empleando ATC,
en particular MAGEA3 y NY-ESO-1 como agentes de vacuna en pacientes con
cancer de pulmén, ovario y melanoma. La caracterizacion de péptidos
inmunogénicos de ATC seleccionados, juntos con la identificacion de antigenos
HLA clase 1 restringidos, representa la base para iniciar inmunoterapias
basadas en el uso de péptidos de ATC como agentes de vacuna.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El cancer de testiculo representa del 1-1.5% de las neoplasias masculinas en el
mundo; en México durante el 2009 murieron 65 de 100 mil personas por
consecuencia de tumores malignos, la mortalidad hospitalaria en México es de
aproximadamente 6 de cada 100 personas afectadas, la causa de morbilidad
hospitalaria en poblacion menor de 20 afios, son los tumores malignos de
o6rganos hematopoyéticos. En tumor testicular, la morbilidad observada en el
2009 en grupos de edad de 15-59 afos es de 1.7%, semejante a la frecuencia
de la poblacion mundial y el 8.9% presentan morbilidad hospitalaria. Presentan
una aparicion de 3-6 casos nuevos por 100 000 hombres presentando un
incremento en la incidencia en los ultimos 30 afios, sobre todo en paises
industrializados aun con los estudios establecidos para el diagnostico y
tratamiento de la enfermedad, en la que engloba los marcadores tumorales
séricos los que representan el estado clinico y prondstico del paciente. De
existir marcadores con mayor especificidad como los marcadores moleculares
podrian identificar la neoplasia y recurrencia de la enfermedad, mejorando el
diagnodstico y prondéstico de la enfermedad.

¢ Existe expresion de los Antigenos Testiculares de Cancer MAGE-A3, MAGE-
A4, SSX-1y PRAME en sangre periférica pre y pos operatoria de pacientes con
Tumores de Testiculo?

JUSTIFICACION:

Los marcadores tumorales, serologicos en el cancer de testiculo como la
alfafetoproteina (AFP), fraccion beta de la Hormona de Gonadotropina
Coridnica (B-hCG) y Deshidrogenasa Lactica (DHL), representan un papel
importante en el diagndstico, estadio clinico y prondstico de la enfermedad, ya
que estan en relacion directa con la carga tumoral y el tratamiento de la
enfermedad; estos marcadores permiten realizar el diagnostico ante la
sospecha clinica de la enfermedad ya que por si solos no representan un
diagndstico especifico.

Los Antigenos testiculares de Céancer, son antigenos moleculares especificos
de tumor ya que se ha demostrado su expresién en pacientes con tumores
sélidos. De manera normal se encuentran en tejido de parénquima testicular,
ovario y placenta, por lo tanto encontrarlos en cualquier otro tejido incluyendo
tejido hematopoyético periférico podria ser indicativo de neoplasia. Los
Antigenos Testiculares de Cancer son marcadores moleculares de nueva
generacion que podrian ser utilizados en conjunto con los marcadores
seroldgicos ya estudiados en pacientes con Tumores Testiculares para realizar
el diagnéstico, asi como en el estadio, pronodstico y progresion de la
enfermedad.
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HIPOTESIS:

Si los Antigenos Testiculares de Cancer se expresan en sangre periférica de
pacientes con tumor de testiculo en el preoperatorio y posoperatorio, entonces
habra expresién de estos y representara la permanencia de células tumorales
residuales que podrian ser identificados por medio de técnicas moleculares
apoyando al diagnostico de cancer de testiculo y su relacidon clinica con
factores enfermedad.

OBJETIVO:
- Conocer la frecuencia de expresion de los Antigenos Testiculares del
Cancer MAGE-A3, MAGE-A4, SSX-1 y PRAME en sangre periférica de

pacientes con Tumor de Testiculo y realizar una correlacion con la etapa
clinica de la enfermedad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- 1.-Analizar la expresion a nivel de mRNA de los Antigenos Testiculares
de Cancer MAGE-A3, MAGE-A4, SSX-1, PRAME en sangre periférica
preoperatoria y posoperatoria de pacientes con diagndstico de Tumor de
testiculo.

- 2.-Realizar una correlacién clinica entre la expresion de los Antigenos
Testiculares de Cancer y la etapa clinica de los pacientes.

METODOLOGIA

e Tipo de estudio: Experimental — Longitudinal — Prospectivo - Descriptivo

ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizé el analisis de distribucion Chi cuadrado en donde se analizaron los
siguientes parametros seleccionados de los expedientes de los pacientes,
todos contaban con expediente completo del cual se tomé los siguientes
parametros: marcadores tumorales seroldgicos Alfafetoproteina, Gonadotropina
coridnica fraccion Beta y deshidrogenasa lactica preoperatorios y control
posquirurgico, tomografia toracoabdominopélvica, tele de térax, TNM y Etapa
clinica, reporte histopatologico, factores de riesgo prondstico los cuales
relacionados con la progresion de la enfermedad segun los criterios ya
establecidos en la literatura.

POBLACION Y TAMANO DE MUESTRA

Pacientes Masculinos mayores de 17 afios de edad con diagndstico de tumor
testicular del Servicio de Urologia del Hospital General de México O.D.
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MATERIAL Y METODOS.

CRITERIOS DE INCLUSION:

e Pacientes mayores de 17 anos de edad.

o Pacientes con Diagndstico de Tumor Testicular.

e Pacientes que no hayan recibido tratamiento previo a diagndstico.
e Pacientes con estadio clinico bien estadificado.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Pacientes menores de 17 afos.
e Pacientes sin diagndstico y protocolo de estudio completo para Tumor.
e Pacientes que hayan recibido cualquier tipo de tratamiento.

CRITERIOS DE ELIMINACION:

e Muestras insuficientes para realizar el analisis de expresién molecular.
e Abandono de tratamiento y seguimiento del paciente.
e Paciente con tratamiento fuera de la Instituciéon

POBLACION Y MUESTRA

MATERIAL BIOLOGICO
TEJIDO TESTICULAR Y SANGRE PERIFERICA.

Tejido Testicular de biopsias de pacientes sanos, del Servicio de Urologia del
HGM.
Sangre Periférica de pacientes con diagnéstico de Tumor de Testiculo.

PACIENTES

Se incluyeron en el estudio 22 muestras de pacientes con diagnostico de
Tumor Testicular, pertenecientes al Servicio de Urologia del Hospital General
de México durante un periodo de 3 meses.

Los pacientes ingresados al estudio recibieron atencion en el servicio de
Urologia con la sospecha clinica de tumor testicular, presentando
sintomatologia de masa tumoral, aumento de la consistencia o dolor testicular.
Se captaron e ingresaron al estudio para ser sometidos a una serie de estudios
de laboratorio y gabinete para realizar la corroboracién del diagnostico de
Cancer de Testiculo, se realizé estudios sanguineos de biometria hematica
completa, quimica sanguinea, tiempos de coagulacion, marcadores tumorales
seroloégicos alfafetoproteina, fraccion beta de gonadotropina coridnica vy
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deshidrogenasa lactica, ultrasonografia testicular, tomografia computada de
abdomen y pelvis y tele de térax, realizando la estatificacion de cada paciente y
siendo programado a tratamiento quirargico primario con Orquiectomia Radical.

Se obtuvo una muestra sanguinea venosa periférica 10 cc horas previas a
orquiectomia radical programada, la cual fue colocada en tubos con EDTA
(anticoagulante) y analizada en el servicio de Biologia Molecular.

A cada muestra sanguinea preoperatoria se realizé el analisis molecular,
separando los mRNA y se almacenaron a -80°C para su analisis posterior por
PCR.

Se realiz6 una toma de muestra sanguinea control 7 a 10 dias posterior a
orquiectomia radical a los pacientes con Tumor de Testiculo, se separd el
MRNA y se almaceno a -80° para su analisis posterior en PCR.

GRUPO CONTROL EN INDIVIDUOS SANOS

Se utilizaron 10 muestras de sangre periférica de individuos sanos, las cuales
fueron proporcionadas por el banco de sangre del Hospital General de México.
Se analizaron los genes PRAME, SSX-1, MAGE-A3 y MAGE-A4 por PCR.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

SEPARACION DE LEUCOCITOS.

Fundamento: Es una técnica de centrifugacion por gradiente de densidad para
separar las células sanguineas.

Las muestras de sangre periférica de individuos sanos asi como de los
pacientes con Tumor de Testiculo se trataron por el mismo procedimiento, el
cual es el siguiente:

De tres muestras de sangre periférica se vierten en tubo Falcon agregando
solucion PBS 1x (Phosphate Buffer Solution) hasta completar 13 ml
centrifugando a 2000 rpm/5 minutos, obteniendo la separacién de células, se
continua con aspiracién de leucocitos vertiendo en nuevo tubo Falcon, se
realiza lavado de células agregando solucién Litica hasta completar 13 ml, se
agito con Vortex y se coloco en frio por 7 minutos, se realiza centrifugacion por
5 minutos, se separan las células centrifugadas y se decantan en tubo y se
realiza lavado con solucion PBS 1x dilucién 1:2 hasta 13 ml, se realiza una
nueva centrifugacion a 2000rpm/ 5 minutos, obteniendo leucocitos se colocan
en tubo de eppendrof agregando 1 ml de PBS 1x diluciéon 1:2 continuando
centrifugacion en Eppendorf a 2000 rpm por 3 minutos aclarando y obteniendo
leucocitos a los que se agrega solucion D 500mclts. Una vez aisladas y lavadas
las células leucociticas se almacenaron a -80°C hasta el momento del analisis
por RT-PCR.
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AISLAMIENTO DE mRNA

El aislamiento de RNA se realiz6 por el método de Chomczynski. El
procedimiento se lleva a cabo en hielo.

Una vez obtenidas los leucocitos de Sangre periférica se les agrego 500 pL de
solucion D (4M tiocinato de guanidina, 25mM citrato de sodio, 0.5% sarcosil,
0.1 M 2-mercaptoetanol) y se mezclé mediante agitacion hasta homogeneizar.

Se agregaron 100 uL de acetato de sodio 2M pH 4, se agité durante 5
segundos 2 veces. Se adicionaron 500 yL de fenol saturado y se mezclé por
inversion. Se agregaron 100uL de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1),
mezclando hasta homogeneizar completamente. Se incubd a 4°C durante 15
min y se centrifugd a 7450 g por 20 min. Se separo la fase acuosa procurando
no tomar la fase intermedia, se colocé en un tubo limpio. Se adicionaron 500 uL
de etanol, mezclando por inversion y se guardaron a -20°C toda la noche. Al
siguiente dia se centrifugd a 9000 g por 15 min. Se decant6 el sobrenadante,
dejando el “pellet” de RNA. Se agregaron 500 pyL de etanol al 75% y se
centrifugd a 2600 g por 6 min. Se decantd el sobrenadante y se dejé secar el
exceso de etanol invirtiendo el tubo. Segun el tamafio del pellet se agregaron
de 10 a 40 pyL de agua inyectable. Se alineé a 70°C durante 10 min. Se
aguardo a -80°C hasta su utilizacion.

INTEGRIDAD, PUREZA Y CUANTIFICACION DEL RNA
INTEGRIDAD

Para observar la integridad del RNA se prepara un gel de agarosa al 2%. Se
toma como referencia las subunidades 18s y 28s del RNA ribosomal.

Procedimiento:

Se pesaron 0,3 grs de agarosa. Se disolvieron en 30 mL de TAE 1X. Se calento
hasta completa disolucion. Se dejo enfriar un poco y se adicionaron 5 pL de
bromuro de etidio. Se vacié el contenido en el molde para gel y se dejo
solidificar. La camara de electroforesis se llené con TAE 1X. Para cargar las
muestras en los pozos del gel se tomaron 2 yL de RNA y se diluirlos con 2 L
de Loadding Buffer.

Una vez cargadas las muestras en cada pozo se conecto la camara a la fuente
de poder aplicando una corriente de 70V. Se dejo correr de 20-60 min. Se retira
el gel de la camara y se observa a luz UV.

CUANTIFICACION Y PUREZA

Fundamento: Los acidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta
debido a la presencia de bases aromaticas nitrogenadas a lo largo de las
cadenas de DNA. La absorciéon de UV de DNA es una caracteristica de la
molécula, que es usada eficientemente para determinar su concentracion.
Cada una de las bases tiene su propio y unico espectro de absorcién y por lo
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tanto contribuye de manera diferente a la propiedad total de absorciéon de UV
de una molécula de DNA.

Las absorbancias utilizadas son 260 nm y 280 nm. A 260 nm los acidos
nucleicos alcanzan la absorcibn maxima de luz. Las proteinas tienen un
maximo de absorcion a A280 (principalmente por residuos de triptéfano) las
lecturas a esta longitud pueden mostrar si existe contaminacién proteica.

El calculo de la relacién A260 /A280 es una manera comun para expresar la
pureza del material genético. Dependiendo de la composicién nucleica, un valor
de 1.65 a 1.9 indican una muestra pura.

Tomar 2 uL de RNA vy diluirlo en 998 uL de agua inyectable (dil 1:500). Leer a
260 y 280 nm. Una vez obtenidas las absorbancias a cada una de las
longitudes de onda, realizar los célculos para pureza y cantidad de RNA
respectivamente. Pureza = A260nm/ A280nm

pg/uL de RNA = (A260nm) (dilucion) (0.04*)

**1 unidad de absorbancia corresponde a 40 ug/mL de RNA

RT-PCR

El cDNA se sintetiz6 a partir de 5ug de RNA total, utilizando oligo dT
(Invitrogen) y 200 U de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen), la
sintesis del cDNA se llevé a cabo a 37°C durante 50 min transcurrido ese
tiempo se inactivo la enzima a 70°C por 15 minutos.

DETECCION DE LOS ATC MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

Los primers para los genes MAGE-A3 fueron previamente utilizados por
Shichijo et al.,, en 1995 y por McCurdy et al., en 1998 respectivamente. La
misma secuencia de primers se utilizd para amplificar las muestras de los
pacientes del HGM. En lo concerniente al resto de los ATC (MAGE-A3, MAGE-
A4, SSX-1 y PRAME) los oligonucleétidos fueron disefiados en el laboratorio de
Biologia Molecular del HGM. Como control se utilizé el gen constitutivo GAPDH

La amplificacion se realizé en PCR individuales, es decir, un gen por tubo de
reaccion. La estandarizacién (Tabla 6) se llevd a cabo utilizando diversas
concentraciones de oligonucledtido, asi como de temperaturas de alineacion,
dicha estandarizacion se llevo a cabo con tejido testicular, el cual es el control
positivo. A continuacion se muestra la secuencia de cada primer asi como el la
longitud esperada del producto de PCR.
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Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados para la deteccion de los antigenos testiculares de

Cancer.
SECUENCIA TAMANO
GEN DEL PRIMER DEL PRODUCTO
(pb)

MAGE-A3 5-TGGAGCACCAGAGGCCCCC-3' (F) 725
5-GGACGATTATCAGGAGGCCTGC-3' (R)

MAGE-A4 5-GAGCAGACAGGGCCAACCG -3’ (F) 445
5-AAGGACTCTGCGTCAGGC-3’ (R)

SSX-1 (F) 5- AAGCCAGCAGAGGAGGAAAA-3 97 pb
(R) 5-TATTTGCTTTTCCTGGGGGG-3

PRAME (F) 5- AACTGCTGGGCTTATGGG-3’ 124 pb
(R) 5-CCCTCACACTGAACACTTG-3

GAPDH 5-CGGGAGCTTGTCATCAATGG-3' (F) 217 pb
5’-CATGGTTCACACCCATGACG-3’ (R)

La amplificacién se realizé6 en PCR individuales, es decir, un gen por tubo de
reaccion. La estandarizacion (Tabla 6) se llevd a cabo utilizando diversas
concentraciones de primer, asi como de temperaturas de alineacion, dicha
estandarizacion se llevo a cabo con tejido testicular, el cual es el control positivo.

Tabla 2. Volumenes de los reactivos para PCR.

REACTIVO VOLUMEN CONCENTRACIO
N FINAL

10X Buffer PCR 1,3 uL 1x
(200mM Tris-HCI, 500 mM KCI)

1T mM
MgCl2 (25mM) 0,8 pL

1mM
Céctel de dNTP’s10 mM 0,7 L

10 nM
Primer 5’ (100 nM) 0,7 uL 10 nM
Primer 3’ (100nM) 0,7 L

1 pg/uL
Templado cDNA 1,0 uL

20 U/pL
Taq polimerasa 5U/ yL 0,1 uL

cbp 10 yL

H20
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Tabla 3. Condiciones de amplificacién para los antigenos testiculares de cancer.(Tamafio

mayor a 150 pb)

DESNATURALIZACION | ALINEACION | ELONGACION
TEMPERATURA 94° MAGE-A3 72°C
67°
MAGE-A4 72°C
64°
TIEMPO 2 minutos 45 segundos | 1 minutos

Tabla 4. Condiciones de amplificacion para los antigenos testiculares de cancer. (Tamafo

menor a 150 pb)

DESNATURALIZACION | ALINEACION | ELONGACION
TEMPERATURA 94° PRAME 72°
SSX-1
TIEMPO 40 SEGUNDOS 30 8 MINUTOS
SEGUNDOS

SECUENCIACION DE LOS ATC

Los fragmentos amplificados por PCR fueron enviados para su secuenciacion
al Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN). Las secuencias fueron
alineadas en el programa BLAST del NCBI contra la base de datos Human

Genomic Plus Transcript (G+T).
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RESULTADOS
ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS ATC EN TEJIDO TESTICULAR

Se realiz6 la estandarizacién de cada gen en tejido testicular, el cual se tomé como
control positivo debido a que los ATC se expresan de manera normal en este tejido
y no en los demas a excepcion de placenta en menor cantidad.

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS ATC EN INDIVIDUOS SANOS

El analisis de los antigenos testiculares en individuos sanos se realizdé con la
finalidad de corroborar la nula expresion de estos genes en tejido normal, como se
ha reportado en estudios previos. Se colectaron 10 muestras, las cuales fueron
proporcionadas por el banco de sangre del HGM. Se extrajo el RNA con reactivo
Trizol y se analiz6 su integridad en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio

Figura1: RNA robosomal. Observacion por electroforesis. Gel de agarosa al 1% se muestran
las bandas 18s y 28 s. 1-4 muestras de individuos sanos.

Se realizé la RT-PCR para la identificacion de los genes GAPDH (control interno) y
ATC en individuos sanos con la finalidad de validar el estudio demostrando que en
tejido hematopoyético normal no se encuentran expresados los ATC. Como control
positivo se utilizo tejido testicular, (previamente estandarizado) y 10 muestras de
individuos sanos, este numero se considera aceptable para la validacién ya que los
genes no deben presentarse bajo ninguna circunstancia en tejido hematopoyético
normal. Como era de esperarse no se encontré expresion de los ATC en los
individuos sanos (figura 2)

A) GAPDH
MP S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

600 pb
10 pb

100 pb

B) MAGE-A3

MP R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

600 pb 725 pb

100 pb
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C) MAGE-A4
MP (#) R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

600 pb

100 pb

D) SSX-1
MP(+) R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

97pb

E) PRAME
MP(+) R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

124 pb
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ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS ANTIGENOS TESTICULARES DE
CANCER EN PACIENTES CON TUMOR TESTICULAR.

Una vez realizada la estandarizacion, utilizando tejido testicular como control
positivo e individuos sanos como control negativo, se continué con el analisis de
los ATC en pacientes con Tumor Testicular.

De acuerdo con los criterios de inclusién se analizaron un total de 22 pacientes
hombres con Tumor Testicular, los cuales 22 ingresaron al servicio de Urologia
Pabellon 105a del Hospital General de México O.D.

De los 22 pacientes hombres del HGM se encontraban con intervalos de edad en
nuestra poblacion de los 17- 60 anos, ya que en el Servicio de Urologia se da
atencion meédico-quirdrgica a mayores de 17 afos. El rango de edad de mayor
frecuencia fue de 17-25 anos (figura 3). Los pacientes con Tumor Testicular
presentaron mayor frecuencia de afeccion en el testiculo derecho en relacién con
el izquierdo (figura 4). El tiempo de evolucion de la enfermedad que presentaban
los pacientes fue mayor a 4 meses (figura 5). La mayoria de los pacientes
presentaban antecedentes de riesgo como tabaquismo y alcoholismo. (figura 6). La
etapa clinica de la enfermedad de mayor frecuencia Etapa I-S y I-A (figura 7).

Intervalos de edad en pacientes con tumor testicular.
14
12
10 -
8 -
B PACIENTES
6 -4
4
2 -4
O T T T
17 -25 26-35 36-45

Figura 3: Intervalos de edad.
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Frecuencia de lado testicular afectado.

IZQUIERDO

m PACIENTES

DERECHO

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figura 4: frecuencia de lado afectado

Tiempo de evolucion

12+

e
L

 PACIENTES

1-3 MESES 4-12 MESES > 12 MESES

Figura 5: Intervalos de la evolucion de la enfermedad en pacientes con tumor testicular.
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0%

= FACTORES DERIESGO =S| mNO

Figura 6: Frecuencia de presentacién de factores de riesgo en pacientes con tumor
testicular. (tabaquismo, alcoholismo)

0.00%

m|-A ml|-B mIlI-B

min-c

Fugura 7: Frecuencia de presentacion de la etapa clinica de pacientes con tumor
testicular.
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Se analizaron 22 muestras de sangre periférica de pacientes diagnosticados
con Tumor Testicular y bajo consentimiento informado firmado, se realizé6 RT-
PCR, para verificar la integridad del RNA con el gen constitutivo GAPDH (figura
8). Una vez corroborado que el gen control estaba presente se procedio a
realizar la PCR para los genes de la familias MAGE-A3, MAGE-A4, SSX-1 Y
PRAME (tabla 5).

A) GAPDH

MP(+) R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

B) MAGE-A3

MP (+)R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

C) MAGE-A4

MP (+)R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

D) SSX-1

MP (+) R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

E) PRAME

MP(+)R S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

Figura 8: mRNA GAPDH, MAGE-A3, MAGE-A4, SSX-1, PRAME.
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Tabla 5: Expresion de los antigenos testiculares de céancer en 22

pacientes con tumor testicular.
MAGE- MAGE- MAGE- MAGE- SSX-1 SSX-1 PRAME PRAME
PACIENTE | A3 A3 A4 A4 control control
n=22 control n=22 control n=22 n=22

M1 - - + - + + -
M2 - - - -
M3 - -
M4 - -
M5 - -
M6 - -
M7 - -
M8 - - - -
M9 - -
M10 - -
M11 - -
M12 - -
M13 - -
M14 - -
M15 - -
M16 - -
M17 - -
M18 - -
M19 - - -
M20 - -
M21 - - - -
M22 - - -

+ |+ |+
+ |+ [+ |+
+ |+ [+ + ]+
+ |+
'
'

+|+ [0
+ |+
+|+ [+

+

'

'

RS N

[+ |+ +]|+]|

+

|||+

Se analizaron las muestras de sangre periférica para cada gen previas a
tratamiento inicial con orquiectomia radical (realizado bajo consentimiento
informado), tomando un control posoperatorio de 8 a 10 dias a pacientes con
diagndstico de Cancer de Testiculo.

Como se ve en la tabla los genes de mayor expresion fueron SSX-1 y PRAME,
también se observa que en algunos casos existe co-expresidén de los genes,
por ejemplo en las muestras de PRAME M1y M1 control y PRAME M22 y M22
control posoperatorio.

Tabla 6: Expresion de los antigenos testiculares de cancer en muestras de
sangre periférica de pacientes con tumor testicular (preoperatorio).

MAGE-A3 MAGE-A4 SSX-1 PRAME
PREOP | POSOP| PREOP | POSOP | PREOP | POSOP | PREOP | POSOP
N 22 22 22 22
Positivos 0 0 11 12 18 12 2 2
Frecuencia 0 0 50% 55%| 81.1% 55% 9.5%| 9.50%
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Los resultados de los pacientes analizados para los ATC se muestra en la tabla
6, se observa que el gen SSX-1 fue el de mayor frecuencia correspondiendo al
81.1% continuando el gen MAGE-A4 en una frecuencia del 50% previo a
tratamiento primario con orquiectomia radical. Asi como el gen MAGE-A4 y el
gen SSX-1 tienen una frecuencia similar del 50% en pacientes posoperados de
orquiectomia radical (figura 9). La disminucion de la expresiéon del gen SSX-1
en el posoperatorio representa una gran relevancia para el estudio ya que nos
permite observar que representa la persistencia de la enfermedad y el
prondstico de la misma.

Issx-1
I prame
a4

1a3

Figura 9: Porcentaje de expresion de los ATC
CORRELACION CLINICA DEL LOS ATC EN TUMOR TESTICULAR.

La correlacién clinica fue realizada en base al gen de mayor frecuencia SSX-1
y MAGE-A4. Los genes MAGE-A3 y PRAME fueron los genes de menor
frecuencia, por este motivo no se consideraron para la elaboracion de la
correlacion clinica de los pacientes. La correlacion clinica nos permitira
identificar si la expresion de este gen influye en la progresion de la enfermedad
en los pacientes.

Se realizé el analisis de distribucion Chi cuadrado en donde se analizaron los
siguientes parametros seleccionados de los expedientes de los pacientes,
todos contaban con expediente completo del cual se tomd los siguientes
parametros: marcadores tumorales serolégicos Alfafetoproteina, Gonadotropina
coribénica fraccion Beta y deshidrogenasa lactica preoperatorios y control
posquirurgico, tomografia toracoabdominopélvica, tele de térax, TNM y Etapa
clinica, reporte histopatolégico, factores de riesgo pronostico los cuales
relacionados con la progresion de la enfermedad segun los criterios ya
establecidos en la literatura. (Tabla 7).
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PACIENTE | EXPEDIENTE | EDAD |LADO AFECTADO| EVOLUCION | TAC |RXTORAX| MTPREOP | AFP | FBACG | DAL |MTPOSOP| AFP | FBHCG | DHL | TNM | ETAPA CLINCA | FAC FRONOSTICO| ORQUECTOMIA |HSTOPATOLOGO
1 007 | 2 fzquierdo Imeses [Negafio Negatho | 200392 [ 44 [ 1184 ) 203 | 180412 | 18 | 0.4 | 1% | TINOMOSY | ETAPAR BUENO 100442 |T. Geminal Mo
2 mas | 2 erecho 12meses [Negaio [Negawo | 220312 | %2 | %4 | 20 [ 110412 | 3182 | 13 [ 1% | TINOMOST | ETAPAR BUENO 040412 [T. Gemninal Mo
3 200 | ¥ oouiedo | 48meses |Negatho [Negabw [ 120412 | 6303 [ 1885 | 14 | 00412 | 646 | 501 | 3% | TINOMOSZ | ETAPAK BUENO 00412 |T. Geminal Mio
. 2045 | 0 derecho Gmeses [Negaiio [Negato | 130412 | 1224 ] 101 | 418 [ 300412 | 278 | 0% [ 28 | TiholloS1 | ETAPAS BUENO 00412 |T. Geminal Nixo
§ 2% | ¥ erecho omeses [Posio [Negatwo | 16.0412 | 1001 | 480 | 23 [ 00412 | 214 | 1485 [ 185 | TINTMOSZ | ETAPANB | INTERMEDIO 00412 |T. Geminal Mixo
§ 25 | B {quied Smeses |Positio Negaho | 20312 | 15 | 0 [ 360 | 20412 | 13 [ 08 | 161 | TINNOST | ETAPAIA bugno 170412 |Seminoma Clasico
1 2609 | 8 izquierdo 12meses [Negawo [Negato | 100412 | 2504 | 685 | 27 | 040812 | 36152 | 0.8 [ 1% | TINOMOS2 | ETAPAR BUENO 210412 |T. Geminal Nito
8 81160 | B izquierdo Omeses [Negao [Negatvo | 180412 | 36 | 088 | 156 | 040812 | 312 | 0.4 | 123 | TINOMOSO | ETAPAR BUENO J10412 [T, Geminal Mido
9 2004 | 4 quierdo Gmeses |Negatio fNegao | 120412 | 56 | 528 | 24 | OA0BA2 | 1675 | 041 | 1% | TINOMOST | ETAPAK BUENO 270412 (Semioma Clasico
0| 2804 | X derecho Gmeses |Posifio Postio | 100812 | 1552 | 2707 | 748 | 260812 | 47 | M9 | 1060 | T2N3U1HS2 |  ETAPAIC HALO 180512 |T. Geminal Nixto
| 2908 | & quieno G meses |Negatio [Negaio | OT.0B12 |64022 2488718 | 2317 | 230812 | 3528 | 9478 | 192 | TINOMOS2 | ETAPAIS BUENO 00512 |T. Geminal Nixto
| 288 | 0 {Zquierd Tmes [Posiiw [Negato | 180812 | 12| 408 | 681 | OL0R12 [ 1 [ 32 [ 30 [ TINWNOST [ ETAPAIA BUENO 20512 (Semioma Clasico
B B | A erecho Imeses [Positio Negatho | 200812 [ 154 025 [ 134 | OB0GI2 [ 153 | 035 | 12 | TINOMOSO [ ETAPAIA BUENO 280512 |T. Leucemoide
1 049 | 19 erecho Smeses |Megatio [Negafvo | 260812 | 122 [ 082 | 134 | OBOG12 [ 192 | 0.8 | 14 [ TINOWOSO | ETAPAIA BUENO D0512 T, Geminal Mo
15 %8 | X dereeho imes  |Posifio [Negatio | 080592 | 77 [ 1 507 | 050612 | 618 | 183 | 18 [ TINDMOS1 | ETAPAIB INTERMEDIO 140612 |T.Senos Endodermicos
B | 2612 | B derecho Imeses [Posiio Postio | 040612 [ 633 | 302 [ 24 [ 200612 | 59 | 108 | 0 | TANMOS! | ETAPAIB | INTERMEDIO 120612 |T. Senos Endodermicos
| 2% | erecho 18meses [Negaio Negawo | 010612 | 2% | 31 | 263 [ 200612 | 235 | 051 [ 18 | TINOMOST | ETAPAR BUENO 120612 |Seminoma Clasico
18 | X085 | A erecho 18meses [Negatio [Negatho | 060612 | 280 | 319 | 134 | 280602 | 5027 [ 6.3 | & | THNOWOST | ETAPAR BUENO 190812 (Seminoma Clasico
9| 2me | A erecho Imeses [Negalio Negatho | 170612 | 218 | 039 [ 180 | 260612 | 238 | 074 | 170 [ TINOMOSO | ETAPAR BUENO 190612 |T. Geminal Mixto
0 | 6%% | B erecho Gmeses [Negatw [Negatvo | 030412 [ 538 | 928 [ 28 [ 030712 | 524 | 02 | 1& | TINOWOS! | ETAPAR BUENO 19062 |T. Geminal Mixto
H | 2% | B derecho 12meses |Negaio [Negalho | 120812 | 13 | 7158 | 201 | 120002 [ 147 | 081 [ 180 [ TINOWOST | ETAPAB BUENO %0612 |T. Geminal Mido
/i 82 | 2 {zquiedo dmeses [Negao Negatho | 290612 [ 15 | 0 [ 1911 [ 60712 | 155 | 0.09 | 1% | TINOMOS! | ETAPAR BUENO 070712 |Seminoma Clasico

Tabla 7: pardmetros de correlacion clinica con ATC.
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El analisis de distribucién chi cuadrado se realizo correlacionando el rango de
edad, lado afectado, tiempo de evolucién de la enfermedad, relacion con
estudios de imagen como radiografia tele de torax, tomografia axial computada
de abdomen y pélvis, marcadores tumorales seroldgicos para tumor testicular
de forma preoperatoria y posoperatoria, reporte histopatoldgico, etapa clinica y
factores prondsticos de la enfermedad obteniendo los siguientes resultados.

En la Tabla 8 de correlacién clinica con SSX-1 se observa que existe
expresion de este gen con mayor frecuencia en pacientes menores de 26 afos
de edad (59.1%) afectando el lado derecho (54,5%), el tiempo de evolucion de
3 a 12 meses en el momento de ser atendidos en el servicio de urologia
(45.5%), en un 545% con la presencia de ganglios retroperitoneales
permaneciendo positivo en un 45.5% en el posoperatorio, pero tambien se
expreso con mayor frecuencia en pacientes que no presentaban metastasis
pulmonares (72.7%); se expreso cuando los marcadores serologicos se
encontraban en S 1-2 segun la clasificacion de la etapa S, tuvo mayor
expresion en Etapa Clinica | y en tumores testiculares germinales mixtos segun
el reporte histopatoldgico. Lo importante de este gen es que se mantiene
expresando en sangre periferica posterior a orquiectomia radical, lo cual
representa que esta persistencia puede estar relacionada con la presencia de
neoplasia. En la Tabla 9, la expresion del gen MAGE-A4 presenta la misma
tendencia que el gen SSX-1 en menor frecuencia que este, pero mantiene la
expresion en el posoperatorio, en la tabla 10 aun que el gen PRAME solo se
expresa en dos pacientes, persiste su expresion posterior a la cirugia en un
50%.
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Tabla 8: Correlacion clinica del SSX-1.

Hospital General de México

Preoperatorio Postoperatorio

S S X_ 1 Negativo Positivo Negativo positivo

N % N % N % N %
menosde26 |2 - (9.1%) [ 13- (59.1%) |7 - (31.8%) |8 - (36.4%)

Rango Edad més de 26 2 - (91%) |5 - (227%) |3 - (13.6%) |4 - (18.2%)
Derecho 1 - (45%) |[12- (545%) [4 - (182%) |9 - (40.9%)

Lado afectado izquierdo 3 -(13.6%) | 6 - (27.3%) |6 - (27.3%) |3 - (13.6%)

- 0-3 meses 1 - (45%) |5 - (227%) |3 - (136%) |3 - (13.6%)

Evolucion 3-12 meses 3 -(36%) [10- (45.5%) |6 - (27.3%) [7 - (31.8%)

s de 12
gt 0-(0%) |3-(136%) [1-(45%) |2 - (9.1%)

TAC con ganglios ?1?:_6% ) 12- (54.5%) |5 - (22.7%) | 10 - (45.5%)
sin ganglios 1 - (4.5%) 6 - (27.3%) |5 - (22.7%) |2 - (9.1%)

e t6rax sin metastasis ?1&%.2% , | 18- @27 |0 - o9%) | 11- (50.0%)
con metastasis | 0 - (.0%) 2 - (91%) 1 - (4.5%) 1 - (4.5%)
Bueno 3 -

Factores Pronésticos (13.6%) 15- (68.2%) | 8 - (36.4%) 10 - (45.5%)
Intermedio 1-(45%) |2 - (91%) 1 - (4.5%) 2 - (91%)
mal 0 - (0%) [1-(4.5%) 1 - (4.5%) 0 - (.0%)

Preoperatorio Posoperatorio

SSX-1 Negativo Positivo Negativo Positivo

N - % N - % N - % N - %
< de 1000 3-(13.6%) 15 - (68.2%) 10 - (45.5% 12 - (54.5%)
AFP 1000-10000 | 4 _ 4 59) 3 -(136%) | 0 - (.0%) 0 - (.0%)
< 5000 4-(18.2%) 17 - (77.3%) 10 - (45.5% 12 - 545%)
FBHCG 5000-50000 | _ ( goz) 1 - (45%) |0 - (.0%) 0 - (.0%)
<de1.5xN [ 4-(18.2%) 10 - (45.5%) 7 -(31.8%) |11 - (50.0%)
DHL Mayora 15 o - (0%) 8 -(364%) | 3-(13.6%) 1 - (45%)
Preoperatorio Posoperatorio
SSX-1 Negativo Positivo Negativo Positivo
N - % N - % N - % N - %
Etapa | 4 - (18.2%) 12 - (54.5%) |6 - 27.3%) | 10- (45.5%)
Etapa Il 0 - (.0%) - (182%) |3 -(13.6%) |1 - (4.5%)
TNM Etapa Ill
0 - (.0%) 2 - (91%) |1 - (4.5%) 1 - (4.5%)
Seminomatoso 1 - (4.5%) 5 - (227%) |3 -(13.6%) |3 - (13.6%)
No seminomatoso | 0 - (.0%) 2 - (91%) |1 -(45%) |1 - (45%)
Mixto 2 - (9.1%) 10 - (45.5%) |5 -(22.7%) |7 - (31.8%)
RHP Otro
1 - (4.5%) 1 - (45%) |1 - (4.5%) 1 - (4.5%)
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Tabla 9: correlacién clinica del MAGE-A4, con datos clinicos.

Hospital General de México

Preoperatorio

Posoperatorio

MAGE-A4
Negativo Positivo Negativo Positivo
N - % N - % N - % N - %
Rango de Edad | menos de
9 26 afios 6 - (27.3%) 9- (40.9%) 8 - (36.4%) 7 - (31.8%)
masde20 13.(136%) | 4- (182%)  3-(13.6%) 4-(18.2%)
Lado afectado | Derecho 5-(22.7%) 8 - (36.4%) 6 - (27.3%) 7-(31.8%)
Izquierdo | 4 - (18.2%) 5 - (22.7%) 5 - (22.7%) 4 - (18.2%)
Evolucién 0-3meses | 1-(4.5%) 5 - (22.7%) 3-(13.6%) 3-(13.6%)
3-12 meses | 8 - (36.4%) 5 - (22.7%) 8 - (36.4%) 5 - (22.7%)
mas de 12
mezese 0 - (.0%) 3-(13.6%) 0 - (.0%) 3-(13.6%)
TAC con 7-(31.8%) 8 - (36.4%) 8 - (36.4%) 7-(31.8%)
ganglios
sin ganglios | 2- (9.1%) 5 - (22.7%) 3-(13.6%) 4 - (18.2%)
RX Térax sin
metastasis | & (36:4%) 12 -. (54.5%) 10 - (45.5%) 10 - (45.5%)
con
metastasis | 17 (4-5%) 1-(4.5%) 1-(4.5%) 1-(4.5%)
Factores Bueno 7-(31.8%) 11 - (50.0%) 9 - (40.9%) 9 - (40.9%)
prondstico Intermedio | 1 - (4.5%) 2- (9.1%) 1-(4.5%) 2- (91%)
Malo 1- (4.5%) 0-(.0%) 1-(4.5%) 0-(.0%)
Preoperatorio Posoperatorio
MAGE-A4 . P
Negativo Positivo Negativo Positivo
N - % N - % N - % N - %
AFP <de 1000 7 -(31.8%) 11 - (50.0%) |11 - (50.0%) |11 - (50.0%)
1000-10000 2 - (91% 2 - (91%) |0 - (.0%) 0 - (0%)
FBHCG | <5000 9 - (40.9%) 12 - (545%) |11 - (50.0%) | 11 - (50.0%)
5000-50000 0 - (.0%) 1 - (45%) |0 - (.0%) 0 - (0%)
DHL <de 1.5xN 7 -(31.8%) 7 - (31.8%) |10 - (455%) |8 - (36.4%)
>a15a10xN 2 - (9.1%) 6 -(273%) |1 - (45%) 3 - (13.6%)
Preoperatorio Posoperatorio
MAGE-A4 Negativo Positivo Negativo positivo
N - % N - % N - % N - %
Etapa | 8 - (36.4%) 8 - (364%) |9 - (409%) |7 - (31.8%)
TNM Etapa Il 0 - (.0%) 4 - (182%) |1 - (4.5%) 3 - (13.6%)
Etapa Il
apa 1 - (45%) 1 - (45%) |1 - (45%) |1 - (45%)
RHP Seminomatoso 2 - (9.1%) 4 - (182%) |2 - (9.1%) 4 - (18.2%)
No seminomatoso | 0 - (.0%) 2 - (91%) 1 - (4.5%) 1 - (4.5%)
Mixto
5 - (22.7%) 7 - (318%) |6 - (27.3%) |6 - (27.3%)
Otro 2 - (9.1%) 0 - (.0%) 2 - (91%) |0 - (0%)
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Tabla 10: correlacion clinica del PRAME, con datos clinicos.

Hospital General de México

Preoperatorio Postoperatorio
egativo ositivo egativo ositivo
PRAME Negat Posit Negat Posit
N - % N - % N - % N - %
Rango de | <de 26 afios 13- (59.1%) 2 - (91%) |14 - (636%) |1 - (4.5%)
Edad - =
masde 26 afios |7 _(31.8%) |0 - (.0%) 7 - (318%) |0 - (.0%)
Lado Derecho
afectado 13- (59.1%) 0 - (0%) 13 - (59.1%) 0 - (0%)
Izquierdo 7 -(31.8%) 2 - (9.1%) 8 - (364%) |1 - (4.5%)
Evolucién | 0-3 meses 5 -(22.7%) 1- (4.5%) 6 - (273%) |0 - (.0%)
3-12 meses 12 - (54.5%) 1 - (4.5%) 12 - (545%) |1 - (4.5%)
>de 12meses |3 -(13.6%) 0- (.0%) 3 - (13.6%) |0 - (.0%)
TAC Ganglios
bOsitivos 13- (59.1%) 2 - (9.1%) 14 - (636%) |1 - (4.5%)
Ganglios
negativos 7 -(31.8%) 0 - (.0%) 7 - (318%) |0 -  (.0%)
Rx térax Metastasis
oulmonar 18 - (81.8%) 2 - (9.1%) 19 - (86.4%) |1 - (4.5%)
SinMetéstasis |, 9490 0. (0%) 2 - (91%) |0 -  (0%)
pulmonar
Factores | Bueno 16 - (72.7%) 2- (91%) |17 - (77.3%) |1 -  (4.5%)
prondstico Mntermedio 3-(13.6%) | 0- (.0%) 3 - (136%) 0 -  (.0%)
Mal 1 - (4.5%) 0- (0%) 1 - (45%) (0 - (0%)
Preoperatorio Postoperatorio
PRAME Negativo Positivo Negativo Positivo
N - % N - % N - % N - %
AFP < de 1000 16 -
(72.7%) 2 - (9.1%) 21 - (95.5%) |1 - (4.5%)
1000-10000 4 -
(18.2%) 0 - (.0%) 0 - (.0%) 0 - (.0%)
FBHCG < de 5000 19 -
(86.4%) 2 - (9.1%) 21 - (95.5%) |1 - (4.5%)
Mayor de 1-
5000-50000 45%) 0 (0%) 0 - (0%) | 0-(0%)
DHL <de 1.5xN 13 -
€ 1ox (504%) |17 (45%) 17 - (77.3%) | 1 - (4.5%)
>a15a10xN |7 - ) o ) o 0o
(31.8%) 1 - (4.5%) 4 (18.2%) | 0 - (.0%)
TNM Etapa | 14 - ) o ) o ) o
(63.6%) 2 - (9.1%) 15 - (68.2%) | 1 - (4.5%)
Etapa ll 4 -
(18.2%) 0 - (.0%) 4 - (18.2%) 0 - (.0%)
Etapa lll 2 -
(9.1%) 0 - (.0%) 2 - (9.1%) 0 - (.0%)
RHP Seminomatoso |5 -
(22.7%) 1 - (4.5%) 5 - (22.7%) 1 - (4.5%)
No 2 -
seminomatoso | (9.1%) 0 - (0%) 2 - (91%) 0 - (0%)
Mixto 11 -
X (500%) |17 (45%) 12 - (54.5%) | 0 - (.0%)
Otro 2-(9.1%) | 0 - (.0%) 2 - (9.1%) 0 - (.0%)
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DISCUSION:

Existe muy poca informacién sobre los antigenos testiculares de cancer y la su
expresion en tumores testiculares, durante el transcurso del tiempo la
investigaciéon representa un pilar importante en desarrollo de nuevos
tratamientos, pero sobre todo para la identificacion de las enfermedades, en
especial las neoplasias ya que su frecuencia de presentacion en los ultimos
afios en mas representativa. Los antigenos testiculares de cancer se han
mencionados en algunos estudios que tienen una importancia clinico-
inmunoldgica ya que son reconocidos por linfocitos T cito téxicos, pero mas aun
porque dichos genes solo se encuentran de forma normal en tejido testicular
sano, ovario y placenta; lo cual explicaria que encontrarlos en cualquier otro
tejido que no sean los mencionado nos traduce una expresion neoplasica; (De
Smet, 1996). También se sabe que comparten caracteristicas con los
denominados antigenos asociados a tumor. [16]

La funcion de los ATC no es del todo clara, pero se sabe que actuan regulando
mecanismos de proliferacion y apoptosis en las células tumorales, lo cual hace
mas importante su utilizacibn como marcadores de tumor.[21]., aunque muchos
no son especificos de tumor especifico se han estudiado los genes
pertenecientes a la familia MAGE, principalmente aquellos de la clase | (MAGE-
A, —-B y —C), que fueron los primeros en describirse y se les ha asociado con
diferentes tipos de cancer, tal es el caso de los genes de la familia A[22], los
cuales se han encontrado en melanoma, carcinoma de eséfago, cabeza y
cuello, y en enfermedades hematolégicas como linfoma, leucemia y mieloma.
Esta informacion que se tiene sobre los ATC nos obliga a estudiar la utilidad
que pueden tener estos genes en neoplasias.

Se ha estudiado que algunos antigenos como el MAGE-C2 que esta asociado
a Melanoma ha sido identificado recientemente como un antigenos expresado
en tejido testicular y placentario, lo cual llevo a realizar un estudio en tejido
tumoral de testiculo encontrando una expresion del mismo en un 94% en
tumores seminomatosos, también fueron analizados los genes SOX-2, KIT y
POUS5F1.[17]

Estos antigenos también llamados CT-X son altamente expresados en
testiculos durante las fases tempranas de espermatogénesis, especialmente en
espermatogonias y espermatocito primario pero no en espermatides. También
han sido motivo de investigacion los genes MAGE-Al, MAGE-A2, MAGE-A3 Y
MAGE-A4 siendo identificados en lineas celulares germinales y hasta un 82%
en seminomas. [17]

La pobre informacion sobre los ATC y su expresion en lineas celulares
germinales de testiculo, pero se han logrado analizar RNA en seminomas
observando una expresion del gen MAGE-Al, A3 y A4. Existe expresion en
otras lineas celulares de los antigenos MAGE-B1 Y B2 especificas para
seminoma, en donde describen que la expresion de estos es mayor en
seminomas que en teratomas, haciendo mencién interesante en la expresion
de lineas de células germinales con alteracion en el desarrollo y diferenciacion
gonadal y sub fertilidad masculina ya que representan un factor de riesgo para
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tumor testicular. [18] También se encontrd la expresion del gen NY-ESO-1 vy
SSX en células testiculares espermatogonias y espermatocitos primarios. [19]

Realizando el analisis en donde se decidio utilizar un estudio molecular con RT-
PCR en muestras sanguineas periféricas, estudio mas especifico en
comparacion con los estudios seroldgicos realizados a pacientes con tumor de
testiculo (marcadores tumorales AFP, B-hCG y DHL ) diagnosticados en el
servicio de Urologia 105% y analizadas en el laboratorio de biologia molecular
204 del Hospital General de México O.D.; se reporto expresion de los
antigenos testiculares de cancer y se inicio la observacion del comportamiento
de estos.

Los primeros ATC seleccionados, fueron los de la familia MAGE-A3 y MAGE-
A4 debido a su importancia como antigenos asociados a tumor (Hofmann 2010)
y a su importancia en otros canceres y estudios realizados en tumor testicular.
[18, 19]. Ademas de los ATC SSX-1 por su asociacion a estudios realizados en
tumor testicular y PRAME.

El analisis de RT-PCR proporciono datos interesantes de los ATC en los
pacientes con tumor de testiculo, ya que a expresién de los antigenos
testiculares de cancer en sangre periférica debe ser negativa. La frecuencia de
expresion en comparacion con otros canceres, es alta en algunos genes y baja
para otros, siendo para SSX-1 de 81.1% y MAGE-A4 50% PRAME 9.5% vy sin
expresion de MAGE-A3 en el analisis preoperatorio y la frecuencia de
expresion en pacientes posoperados de orquiectomia radical como tratamiento
primario fue para MAGE-A4 55%, SSX-1 55% y PRAME 9.5% persistiendo sin
expresion en el gen MAGE-AS.

Lo que permite comparar los resultados del estudio de Peter, K. Bode del 2011,
donde presentaba expresion el gen MAGE-A4 en 42 tumores testiculares en el
62 al 82% [17], en el caso contrario del MAGE-A3 que tuvo una expresion del
17 a 42% en comparacion con nuestro estudio que no hubo expresion. Sin
embargo la mayor expresion es representada por SSX-1 en 81.1% de 22
pacientes y lo mas sobresaliente es que en nuestro estudio el analisis fue en
sangre periférica previo a tratamiento primario con orquiectomia radical y
posterior a este.

Se observo tambien que la co expresion de los antigenos testiculares de
cancer MAGE-A3, MAGE-A4, SSX-1 y PRAME tubo una expresién positiva por
lo menos en 1 gen en 4 pacientes en el preoperatorio y 6 pacientes en el
posoperatorio, dos genes en 13 pacientes preoperatorios y 9 genes en el
posoperatorio y finalmente tubieron una expresion mas de dos genes 1 solo
paciente y fue en el preoperatorio, en donde podemos deducir que el gen SSX-
1 puede ser considerado como gen de expresion en la linea celular de tumor
testicular ya que se encuentra expresado en presencia de otro gen.

En el analisis estadistico se observa la expresion del gen de mayor frecuencia,
SSX-1 que esta positivo e pacientes menores de 26 afos, con tumor testicular
con escaso predominio de lado de afeccion siendo del 59% derecho, tiempo de
evolucioén de la enfermedad 3-12 meses, marcadores serolégicos tumorales S1
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(AFP<1000, b-HCG<500 y DHL<1.5xN), en pacientes con actividad ganglionar
retroperitoneal y sin metastasis pulmonar, etapa clinica I-ll, factores de buen
prondstico, teniendo la misma tendencia en los ATC MAGE-A4 y PARAME.

También en el estudio se realizd una correlacién clinica de los pacientes con
tumor de testiculo y los ATC por medio del anadlisis estadistico de Chi
cuadrado en el cual no se encontré significancia midiendo los diferentes
parametros de la enfermedad, sin embargo se observa una tendencia en la
expresion de los antigenos testiculares de cancer en pacientes en etapa clinica
I, factores de riesgo prondstico bueno, reporte histopatologico para tumor
germinal mixto y marcadores tumorales serologicos normales o S1, lo cual
podria representar que la expresion de los ATC en el paciente posoperado de
orquiectomia radical con marcadores tumorales normales, etapa clinica I-Il,
factores de buen prondstico y reporte histopatolégico de tumor germinal mixto
incluyendo seminoma puede estar cursando con enfermedad metastasica y ser
candidato a tratamiento secundario, asi como también realizar muestras de
control sanguineo posoperatorio tardio como control de la enfermedad con
ATC como marcador molecular no especifico pero si como indicador de
persistencia de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

- No existe expresion de los ATC en sangre periférica de individuos
sanos.

- Lalinea testicular germinal expresa los antigenos testiculares.

- La frecuencia de expresién del gen SSX-1 fue la mas alta, seguida de
MAGE-A4, PRAME.

-  MAGE-A3 no expresa en tumor de testiculo.

- Existe coexpresion entre los antigenos testiculares de cancer.

- Los ATC continlan con expresion posterior al primer tratamiento
quirurgico con orquiectomia radical.

- Los ATC presentan expresion posterior a orquiectomia radical en
pacientes en etapa clinica I-Il.

- El gen SSX-1 puede ser afiadido como un marcador molecular en esta
patologia.

- Debe tomarse una muestra sanguinea mas tardia como control de la
enfermedad y ser analizada por RT-PCR con la posible finalidad de
disminuir recidiva de la enfermedad.

- Este es el primer analisis nacional de SSX-1 y MAGE-A4 en tumor
testicular, el cual nos sugiere agregarlos como marcadores sensitivos de
la enfermedad.

PERSPECTIVAS:

- Como objetivo a corto plazo, continuar con este trabajo y aumentar el
numero de la muestra.

- Continuar la vigilancia del paciente estudiado con control sanguineos
periféricos.

- Analizar los ATC incluidos en el estudio a nivel cuantitativo utilizando
PCR en tiempo real (QRT- PCR), con la finalidad de determinar
enfermedad minima residual

- Agregar algun ATC al estudio como MAGE-C2 y NY-ESO-1

PALABRAS CLAVE: Cancer de testiculo
Antigenos Testiculares de Cancer
Marcadores Tumorales.
MAGE, SSX-1, PRAME
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HOSPITAL ANEXO 1
GENERAL
de MEXICO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA

Titulo del protocolo: “Analisis de la expresion de los Antigenos Testiculares de Cancer MAGE-
A3, MAGE-A4, SSX-1y PRAME, en sangre periférica de pacientes con Tumor de Testiculo "

Investigador principal: Dr. Adolfo Martinez Tovar.

Coordinador de la Investigacion: Dr. José Fernando Gil Garcia.
Investigador Asociado: Dr. Hugo Manzanilla Garcia.

Sede donde se realizara el estudio: Hospital General de México, O.D.
Nombre del paciente:
Expediente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir
si participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este
proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que
firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. Este estudio se realiza debido a que deseamos saber si existe
una expresion molecular de los Antigenos Testiculares de Cancer MAGE-A3, MAGE-A4, SSX-1
y PRAME, en sangre periférica de pacientes con Tumor de Testiculo y realizar con estos el
diagndstico y relacion clinica de la enfermedad. Esto beneficiara en el futuro a pacientes que
como Ud. Diagnosticados con esta enfermedad.

OBJETIVO DEL ESTUDIO
A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivos:

e Analizar la expresion a nivel de RNA de los Antigenos Testiculares de Cancer MAGE-
A3, MAGE-A4, SSX-1, PRAME, en sangre periférica preoperatoria y posoperatoria de
pacientes con diagnéstico de Tumor de Testiculo.

e Realizar una correlacion clinica entre la expresion de los Antigenos Testiculares de
Cancer MAGE-A3, MAGE-A4, SSX-1, PRAME en pacientes con diagnostico de Tumor
de Testiculo.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

e Conocer la expresion de los Antigenos Testiculares de Cancer MAGE-A3, MAGE-A4,
SSX-1, PRAME, en sangre periférica en pacientes con diagnostico de Tumor de
Testiculo y realizar una correlacion clinica.

Este estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento
obtenido al analizar los resultados.
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PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus
habitos y sus antecedentes médicos, se le tomaran muestras sanguineas preoperatorias para
completar el protocolo basico para el tratamiento primario (orquiectomia Radical) y se le pedira
que regrese a revision médica posoperatoria y toma de muestras sanguineas de control
bioquimico para estatificacion de la enfermedad, se realizara resumen clinico y referencia a
Oncologia Médica.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Aunque pueden existir riesgos impredecibles que escapan al conocimiento del investigador, no
existe ningun riesgo ya que los estudios de rutina que se realizaran seran trabajados con tejidos
del paciente (muestra sanguinea). En caso de que usted desarrolle algln efecto adverso
secundario o requiera otro tipo de atencion, ésta se le brindara en los términos que siempre se le
ha ofrecido.

ACLARACIONES

* Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.
* Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, y su decision
sera respetada integramente.

* No recibird pago por su participacion.

* En el transcurso del estudio usted podré solicitar informacion actualizada sobre el mismo, al
investigador responsable, Dr. Adolfo Martinez Tovar, asi como a los Drs. Hugo Manzanilla
Garciay José Fernando Gil Garcia al 55-34-955-933 y 0 a la Comision de Etica encabezada
por la Dra. Hilda Hidalgo Loperena al tel. 2789-20-00 ext. 1368.

« La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

* En caso de que usted desarrolle algtn efecto adverso secundario no previsto, tiene derecho a
una indemnizacion, siempre que estos efectos sean consecuencia de su participacion en el
estudio.

Fecha:

Dr. Adolfo Martinez Tovar

Dr. Balmis 148 Col. Doctores Nombre del paciente
México, D.F. Domicilio:

Tel. 27892000 Tel:

Investigador Principal

Nombre del Testigo Nombre del testigo
Relacion con el paciente: Relacion con el paciente:
Domicilio: Domicilio:

Tel. Tel.
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