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Estudio Molecular del gen INSL3 en
Pacientes Mexicanos con Criptorquidia Idiopéatica.

RESUMEN.

La criptorquidia o no descenso testicular (CO), es la falla congénita al nacimiento
mas frecuente en humanos. Los pacientes CO en edad adulta presentan mayor riesgo de
desarrollar infertilidad y cancer testicular (CT). Esta patologia es considerada una
enfermedad compleja, en la que intervienen varios genes, uno de ellos es INSL3, muy
importante en la primera fase del descenso testicular y se ha reportado que pacientes con
CO presentan bajos niveles séricos de INSL3 en comparacién con nifios sanos. En este
estudio se incluyeron 85 pacientes con CO idiopatica y 99 nifios control, en los que se
analizaron cuatro SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) del gen INSL3 (c.304C>T
[p.R102C], ¢.305G>A [p.R102H], c.314G>A [p.R105H] y ¢.3334T>C) que podrian contribuir
como factores de riesgo o susceptibilidad para la CO idiopatica en pacientes mexicanos. El
andlisis de los SNPs se realizé mediante discriminacion alélicas por el método de Tag-Man®
y posteriormente se llevo a cabo el andlisis de secuenciacion automética de ambos exones
de este gen en busqueda de variantes no reportadas. La discriminacién alélica mostré que el
100%, tanto de pacientes como grupo control, resultaron homocigotos normales para las
variantes p.R102C y p.R105H, en tanto que la variante p.R102H se detecté en un solo
paciente en estado heterocigoto con CO bilateral y sin antecedentes familiares, datos que
concuerdan con estudios realizados en otras poblaciones, donde la proporcién de variantes
identificadas es similar a la nuestra. Por otro lado el SNP ¢.3334T>C ubicado en la region
intrénica de INSL3, muestra mayor heterogeneidad alélica tanto en pacientes CO como
controles, sin embargo aunque no se muestra diferencias significativas en ambos grupos, se
puede observar que el estado heterocigoto predomina en los pacientes CO idiopaticos
(51.8%). Mediante la secuenciacion de ambos exones del gen INSL3, se detectaron dos
alteraciones en el exon 1: p.L42L (c.126A>G) y p.A60T (c.179A>G), la primera alteracion se
identific6 en 4 pacientes con CO idiopética, 2 bilateral y 2 unilateral, todos en estado
heterocigoto; es importante mencionar que uno de ellos con antecedentes heredofamiliares;
en cuanto a p.A60T se detectd en dos pacientes con CO bilateral, uno de ellos homocigoto.
En el exdn 2 se encontraron las alteraciones ¢.315T>A (p.R105R) y ¢.257C>T (p.T86M); en
ambos casos los pacientes presentan CO bilateral sin antecedentes heredofamiliares.
Finalmente la determinacion sérica de INSL3 se realiz6 en pacientes mayores de 8 afios, de
acuerdo con las edades que se especifica en la literatura en relacion a una mayor expresion
de INSL3; este analisis mostr6 una media de 0.306 ng/ml en los niveles de INSL3 en los
pacientes con CO, lo cual esta por debajo de la media mostrada por el grupo control, que
presentd niveles de hasta 0.555 ng/ml, lo que concuerda con lo reportado en la literatura,
mostrando la importancia que tiene esta hormona en el descenso testicular. Los hallazgos
en este estudio sobre la busqueda de variantes alélicas en la poblacion mexicana muestran
la relacion que existe entre el genotipo las variantes identificadas en nuestros pacientes y el
fenotipo grave. Por otro lado es importante destacar que considerando que la CO es una
enfermedad compleja en la que pueden estar interviniendo multiples genes, en este trabajo
Unicamente analizamos un gen de toda la cascada génica que pueden estar participando en
el descenso testicular, por lo que podemos inferir que al no detectar una alta frecuencia de
alteraciones en el gen objetivo las alteraciones podrian estar en algun otro de esos genes.

1|Péagina
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Estudio Molecular del gen INSL3 en
Pacientes Mexicanos con Criptorquidia Idiopéatica.

INTRODUCCION.

El término criptorquidia (CO; OMIM # 219050) proviene del griego kryptos
(oculto) y orchis (testiculo), etimol6gicamente significa testiculo oculto y hace
referencia a la falla de uno o ambos testiculos para descender por canal inguinal
hasta su localizacion final dentro del saco escrotal; la CO es considerada la
anomalia congénita genital mas frecuente en varones nacidos vivos (Ferlin y cols.,
2008; Damgaard y cols., 2008; Massart y Saggese, 2010). De acuerdo a la
localizacién de los testiculos, la CO se clasifica como abdominal (localizados dentro
de la cavidad abdominal, por arriba del canal inguinal), inguinal (a lo largo del canal
inguinal), supraescrotal (por arriba del saco escrotal), escroto superior o altamente
escrotal y ectopica (fuera de la via normal del descenso) (Fig. 1) (Bay y cols., 2011).

l .J'

Abdominal /'_ B 1||

(No palpables) \
Inguinal = O

Supraescrotal —

Escroto superior I

Escrotal /
(Normal) |

|

|
Figura 1 Localizacion de los testiculos en la criptorquidia. Mostrando su clasificacién en base a la
ubicacion de los testiculos. Modificado de Bay y cols., 2011.

La CO frecuentemente se considera una malformacion leve, sin embargo
puede afectar seriamente la salud de los varones en la edad adulta, debido a que
representa un factor de riesgo que resulta en infertilidad y CT (Vigueras y cols.,
2008; Vigueras y cols., 2010). Se propone que el origen de la malignidad es la falta
de diferenciaciébn de gonocitos a espermatogonias. Los gonocitos son células
pluripotenciales, que al permanecer indiferenciados se hacen susceptibles al
desarrollo de carcinoma in situ testicular; precursor del seminoma. Por lo cual, los
nifios con CO tienen un riesgo de 7.3 a 9.7 veces mas que la poblacién normal de

desarrollar algun tumor testicular; ademas este tipo de pacientes presentan una

2|Pagina
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Estudio Molecular del gen INSL3 en
Pacientes Mexicanos con Criptorquidia Idiopéatica.

importante disminucién en la concentracion espermatica y baja calidad seminal
(Farrer y cols., 1985; Whitaker, 1988; Hinman, 1993; Cortes y cols 2001; Cortes,
2003; Ferlin y cols., 2008; Bay y Andersson, 2010; Massart y Saggese, 2010).

La frecuencia de la CO puede variar en las diferentes poblaciones, sin
embargo mundialmente oscila entre un 2% al 4% de los varones nacidos vivos
(Hutson y cols., 2010). En nifios prematuros se incrementa hasta el 30%. Estas
cifras disminuyen del 1% a 2% durante los 3 primeros meses de vida postnatal
debido al descenso espontaneo, causado por la transitoria activacion del eje
hipotdlamo-hipofisis-testiculo que ocasiona el incremento en la concentracion de
hormonas, que son importantes para concluir el descenso testicular (Hutson y
Clarke, 2007; Bay y cols., 2011). Cabe mencionar que en México, no se tienen datos
epidemiol6gicos que nos orienten sobre la incidencia de la CO.

El descenso testicular es un evento complejo, mediado por factores
hormonales y anatomicos, que se relacionan con el desarrollo de estructuras
cruciales, tales como el gubernaculo, el canal inguinal y el escroto (Heyns y Hutson,
1995). Dicho proceso consta de dos fases: transabdominal e inguinoescrotal. La
primera fase se lleva a cabo de la semana 8 a la 17 de la gestacion, y durante ésta,
el testiculo se desplaza desde su posicion abdominal a la zona inguinal y la segunda
fase ocurre durante la semana 26 a la 32 de gestacion, en esta fase los testiculos se
desplazan de la region inguinal al escroto, dicho evento se da con la finalidad de
proporcionar al testiculo una temperatura de 1.5 a 4.0°C menor que la temperatura
corporal, lo que permite una espermatogénesis adecuada, asi como una Optima
funcion del epididimo (Campbell, 1959; Backhouse y Hewer, 1964; Weil y Ueber,
1885; Wensing, 1986; Hutson y Donahoe, 1986; Arrendo y cols., 1991; Foresta y
cols., 2008).

Durante la fase transabdominal, también llamada INSL3-dependiente (Foresta
y cols., 2008), el testiculo se encuentra unido a la pared abdominal posterior,
mediante el ligamento suspensor craneal (CSL) (Fig. 2A), el cual degenera bajo la
accion de la testosterona producida por las células de Leydig (Lim y cols., 2001); las
cuales también producen el Factor asociado a la insulina 3 (INSL3), que al unirse a
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su receptor el Péptido Receptor 2 de la Familia asociada a la relaxina/insulina
(RXFP2) previamente llamado Receptor 8 acoplado a la proteina G, con sitios ricos
de Leucina (LGR8/GRAT) localizado en células gubernaculares, estimula el
crecimiento del gubernaculo distal; este complejo INSL3-RXFP2 (ligando—receptor)
participa de manera importante en esta primera fase incrementando la produccién de
AMPc dentro de las células gubernaculares, lo que ocasiona la retencién de agua en
células gubernaculares, especificamente en la matriz rica en glicosaminoglicanos
permitiendo asi, el crecimiento del gubernaculo y el paso del testiculo a través de
esta estructura (Shono y cols., 1994; Nef y Parada, 1999; Zimmermann y cols.,
1999; Gorlov y cols., 2002; Feng y cols., 2004; Yamazawa Yy cols., 2006; Park y cols.,
2008; Hutson y cols., 2010).

A Pared Abdominal Posteri B

CSL Regresion

r-lEpididimo v
| Conductos Deferentes

INSL3
RXFP2
HOXA10

- Gubernaculo Canal inguinal

Creciemiento
gubernacular

Pared Abdominal (Anillo Inguinal)

Fase Transabdominal "INSL3-Dependiente”
c D Anillo Inguinal

_—

Escroto

- Finalizacion de la
Regresion regresion gubernacular
gubernacular

Fase Inguino escrotal "Androgeno-Dependiente”

Figura 2. Fases del descenso testicular. En el esquema se aprecian las diferentes posiciones del
testiculo. A y B muestran la fase transabdominal (INSL3-dependiente); C y D muestran la fase
inguinoescrotal (Andrégeno-dependiente). Modificado de Foresta y cols., 2008.
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Otro gen involucrado en el descenso es HOXA10 que participa en el correcto
desarrollo embrionario del gubernaculo (Satokata y cols., 1995; Rijli y cols., 1995;
Kolon y cols., 1999; Foresta y cols., 2008). Se ha visto que también la sustancia
Inhibidora de los conductos de Miller (MIS), conocida también como Hormona Anti-
Mulleriana (AMH) que es producida por las células de Sertoli, estimula la reaccion
inflamatoria del gubernaculo, ocasionando el crecimiento de esta estructura ademas
de producir dilatacion del canal inguinal, permitiendo el correcto descenso testicular
hasta su posicion final dentro del saco escrotal (Fig. 2B) (Heyns y cols., 1990; Heyns
y Hutson, 1995; Hutson y cols., 2010).

Durante la fase inguinoescrotal también conocida como andrégeno-
dependiente, el ligamento del gubernaculo tiende a acortarse y se incorpora al bulbo,
lo que permite el desplazamiento del testiculo a través de esta estructura (Fig. 2C)
(Heyns y Hutson, 1995), esto mediado por la accion de los andrégenos, los cuales,
actian via nervio genitofemoral (GFN), cuyas fibras sensoriales liberan el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y al unirse al receptor de CGRP en
el gubernaculo ocasiona contracciones para permitir el descenso del testiculo hacia
el escroto (Hadziselimovic y cols., 1983; Hutson y Donahoe, 1986; Abney y Key,
1989; Husmann y Levy, 1995; Heyns y Hutson, 1995; Vigueras y cols., 2003;
Vigueras y cols., 2004; Foresta y cols., 2008; Virtanen y Toppari, 2008; Hutson y
cols., 2010). Finalmente la matriz extracelular del gubernaculo se remueve y con
este evento culmina como un tejido fibroso que mantiene unido el testiculo con el
escroto, a partir de este proceso denominado regresién gubernacular se da por
finalizado el descenso testicular, (Fig. 2D), cualquier falla en este proceso puede
bloguear el descenso normal de los testiculos (Wensing, 1973; Heyns y cols., 1990).

ETIOLOGIA.

A pesar del amplio conocimiento de la fisiologia testicular, la etiologia de la
CO se mantiene en gran medida desconocida, sin embargo se considera una
patologia multifactorial en la que se han estudiado los mecanismos que regulan el
descenso testicular (Ivell y Hartung, 2003; Massasrt y Saggese, 2010), los cuales
podrian verse afectados por distintos factores endécrinos, anatomicos y genéticos.
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FACTORES ENDOCRINOS.

Un punto critico en la falla del descenso testicular ha sido atribuido a los
defectos en la secrecibn o biosintesis hormonal, en particular de andrégenos
prenatales, a través del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, causados principalmente
por la deficiencia en la estimulacibn de gonadotropinas hipofisiarias como LH
(Hormona luteinizante) y FSH (Hormona foliculo estimulante) (Hughes y Acerini,
2008; Virtanen y Toppari, 2008).

Otro eje que interviene de manera importante es placenta-gbnada y se ha
demostrado que la insuficiencia o mala funcion placentaria esta relacionada con
disminucion en la secrecidon de gonadotropina coriénica humana (hCG) que resulta
un factor fundamental para el desarrollo de CO (Cain y cols., 1994a,b; Husmann y
Levy, 1995; Hughes y Acerini, 2008; Virtanen y Toppari, 2008; Kurpisz y cols., 2010).

Ademas, se ha propuesto que la alta produccion de estrégenos maternos
durante la gestacion son un factor importante de desarrollar CO, aunque su papel
dentro del proceso de descenso testicular no ha sido descrito en su totalidad, sin
embargo se sabe que inhiben la produccion de INSL3, que se considera un punto
clave de inicio en el proceso del descenso testicular (Depue y cols., 1983;
Hadziselimovic y cols., 2000; Virtanen y Toppari, 2008; Foresta y cols., 2008).

Por otra parte es importante mencionar el ambiente debido a la deteccion de
sustancias exégenas con actividad estrogénica o antiandrogénica que se comportan
como disruptores de la funcion enddcrina normal, definidos como disruptores
endocrinos (EDs), representados por talatos, xenoestrégenos, hormonas naturales y
sintéticas, herbicidas, fungicidas, fito y micoestrogenos y otras sustancias que
afectan las sefializacion endocrina que juega un papel importante en el incremento
en la frecuencia de las fallas de la salud reproductiva del varén y la presencia de CO
(Yoshida y cols, 2005; Virtanen y Topari, 2008; Kojima y cols., 2009; Wang y cols.,
2008; Foresta y cols., 2008; Kurpisz y cols., 2010). Existen estudios que demuestran

una mayor vulnerabilidad ante los EDs durante la etapa prenatal y en edades
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tempranas de la infancia, sin embargo, esta exposicion puede ocasionar problemas
visibles al nacimiento como malformaciones congénitas y en la edad adulta

infertilidad y cancer (Skinner y Anway, 2005).

FACTORES ANATOMICOS.

El gubernaculo se ha propuesto como una de las estructuras con mayor
participacion en el descenso testicular, debe presentar cambios morfoldgicos para
permitir el libre paso del testiculo hacia el escroto. Dichos cambios comprenden el
crecimiento y regresion gubernacular, por lo tanto se ha demostrado que cualquier
falla o dafio traumético en dicha estructura puede impedir el descenso testicular
(Wensing, 1973; Kropp y Voeller 1981; Weil, 1885; Hutson y cols., 1988; Heyns y
cols., 1990; Heyns y Hutson, 1995; Mc Mahon y cols., 1995; Husmann y Levy, 1995).

Los mecanismos que contribuyen a la falla del descenso testicular en
pacientes con defectos congénitos en la pared abdominal han sido causa de
controversia; se ha demostrado clinica y experimentalmente la importancia del
incremento de la presion intraabdominal durante el desarrollo intrauterino para
concluir el proceso de descenso testicular normal; por lo que la disminucion en la
presion intraabdominal puede inhibir este evento. Es importante destacar que los
defectos en la pared abdominal no son la Unica causa de la disminucién de la
presion intraabdominal; se ha demostrado que el esfuerzo respiratorio fetal
incrementa dicha presion y la ausencia o falla del esfuerzo respiratorio fetal, hasta
una masiva obstruccién del tracto urinario, puede verse reflejado en el desarrollo de
CO (Kaplan y cols., 1986; Attah y Hutson 1993; Koivusalo y cols., 1998).

FACTORES GENETICOS.

La CO es un padecimiento multifactorial en el cual existen evidencias que
sostienen la presencia de factores genéticos asociados a la CO, como multiples
genes que intervienen en el proceso de descenso testicular (Ashley y cols., 2010).
Se ha observado que personas que presentan CO unilateral, el testiculo
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contralateral (normalmente descendido) presenta malignidad (Foresta y cols., 1996;
Massart y Saggese, 2010). Dichos hallazgos sugieren que la CO puede ser

considerada fundamentalmente como un signo de una alteracion congeénita.

Pardo y cols., (1975) reportaron la CO con una herencia Mendeliana, ligada al
cromosoma Y, en un estudio de tres familias espafiolas con testiculo no descendido
unilateral izquierdo y las tres con antecedentes heredofamiliares; en la primer
familia, el padre y sus tres hijos mostraban la patologia; en la segunda familia, el
padre, su hermano y su hijo presentaban el padecimiento; y en la tercer familia, los
dos hermanos gemelos presentaron la malformacion; concluyendo que el 6.2% de
los hermanos y del 1.5 al 4.0% de los padres de pacientes con CO han presentado
la patologia. Lo anterior concuerda con lo reportado por Massart y Saggese (2010),
qgue el 3.9 a 4.0% de los padres y del 6.2 al 9.8% de los hermanos de un paciente
con CO también presentaron la patologia. Datos recientes al respecto estiman que
cerca del 22.7% de los pacientes con criptorquidia han presentado antecedentes
familiares a diferencia de individuos control que presentan un 7.5% (Elert y cols.,
2003; Foresta y cols., 2008).

La CO frecuentemente se presenta como un signo 0 un componente comun
de cerca de 250 sindromes que se encuentran asociados con aberraciones
cromosomicas, muchos casos involucran cromosomas sexuales, sin embargo
también se pueden presentar alteraciones en cromosomas autosémicos. Por otra
parte en un gran niumero de pacientes con CO, esta malformacion aparece como un
rasgo aislado, sin la asociacién a ningun sindrome, la presencia de la CO en esta
condicién es conocida como criptorquidia Idiopatica o no sindromética (Foresta y
cols., 2008; Massart y Saggese, 2010).

a) Criptorquidia sindromética.

La CO puede presentarse de manera frecuente u ocasional en varios
sindromes (ver ANEXO); de hecho, es considerado un componente comun,
como un signo sumado a muchos otros para conformar un sindrome
especifico que la mayoria de las veces se encuentran asociados con

aberraciones cromosdmicas, tal y como se ha demostrado en anomalias de
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herencia ligadas al cromosoma X, aneuploidias de cromosomas sexuales y
en muchos autosomas (Czeizel y cols., 1981; Foresta y cols., 2008; Massart y
Saggese, 2010). El sindrome de Klinefelter (47, XXY) es la aneuploidia mas
comun en el humano con una prevalencia de uno en 500 varones nacidos
vivos; sin embargo, la prevalencia exacta de criptorquidia en pacientes con

este sindrome no se conoce (Foresta y cols., 2008).

Entre el 3-4% de los pacientes con CO estan vinculados a anomalias
cromosomicas. Foresta y cols. (2008) mostraron que la frecuencia de
anomalias cromosomicas observadas en mas de 1000 individuos con CO
idiopatica fue de 2.4%, en contraste, otro estudio realizado por este mismo
grupo, en 400 individuos con criptorquidia sindromética mostré que hasta el
7.6% de los pacientes presentan alteraciones cromosomicas evidentes.

Por otro lado, la criptorquidia bilateral es la mas frecuentemente
asociada con alteraciones cromosémicas (5%) en comparacién con la forma

unilateral (3%) (Foresta y cols., 2008; Massart y Saggese, 2010).

Las anomalias cromosOmicas frecuentemente asociadas a la CO son
las relacionadas con cromosomas sexuales, dando lugar a sindromes que se
caracterizan por defectos en la funcién hipotaldmica, hipofisaria o ambas,
ocasionando alteraciones en la produccién de gonadotropinas, en la sintesis
de andrégenos o en la accion androgénica, que son claves en el proceso de
descenso testicular (Hadziselimovic y cols. 1987, Foresta y cols., 2008).

b) Genes asociados.
Hasta la fecha el proceso completo de regulacion del descenso

testicular en humanos aun es desconocido. Resulta interesante conocer todos
los factores genéticos o epigenéticos involucrados en dicho proceso, sin
embargo, gracias a los numerosos estudios en modelos animales y estudios
familiares, se ha sugerido la presencia determinante de factores genéticos o
genes candidato asociados a la CO, los cuales han sido estudiados para una

mejor comprension de la fisiopatologia de la enfermedad desde etapas muy
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tempranas en el desarrollo embrionario (Tabla 1) (Foresta y cols., 2008;

Kurpisz y cols., 2010).

En afios recientes, se ha dado particular atencién a algunos genes
involucrados en el proceso de descenso testicular, especialmente en el
desarrollo gubernacular. Muchos de estos genes denominados
morfogenéticos tales como: el Factor asociado a la insulina 3 (INSL3; OMIM
#146738) y el Peéptido Receptor 2 de la Familia relacionada a la
relaxina/insulina (RXFP2; OMIM # 606655), que en realidad es el receptor de
INSL3, ambos genes traducen proteinas que actian como sistema
ligando/receptor y juntos participan en la regulacion del descenso testicular.
Otro gen importante involucrado en el descenso testicular es HOXA10 (OMIM
# 142957) que codifica a una proteina que interviene sobre todo en el
desarrollo embrionario, regula factores de transcripcion especificos y controla
el crecimiento y diferenciacion de células gubernaculares (Foresta y cols.,
2008; Massart y Saggese, 2010). Estos genes hasta la fecha han sido

estudiados en diferentes poblaciones distintas a la poblacion mexicana.

Tabla 1. Genes involucrados con la Criptorquidia.

Gen Efecto fenotipico Referencia
Induce la diferenciacion del gubernaculo, permitiendo Nef y Parada, 1999.
. . L Zimmermann y cols., 1999.
INSL3 el descenso testicular transabdominal a la region

Kawamura y cols., 2004.
inguinal; ademas de reducir la apoptosis y favorecer la Anad-Ivell y cols., 2006.
proliferacién de células germinales. Las mutaciones en Yamazaway cols., 2006.

' Foresta y cols., 2008.

este gen estan asociadas a seminoma.

Actla como receptor de INSL3 para activar el sobre Nef y Parada 1999;
Zimmermann y cols., 1999.
Overbeek y cols., 2001.

mantenimiento de la espermatogénesis y sus Gorlov y cols., 2002.
Yamazawa y cols., 2006.
Foresta y cols., 2008.

RXFP2 crecimiento gubernacular distal, participa en el

mutaciones se asocian a seminoma.

HOXA10 | Clave en la morfogénesis gubernacular embrionaria. Satokata y cols., 1995.
Rijli y cols., 1995.
Kolon y cols., 1999.
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GEN INSL3S.

El gen INSL3 inicialmente denominado insulina asociada a las células de
Leydig (Ley I-L), también conocido como factor asociado a la relaxina (RLF), fue
descrito en 1993 como una hormona proteica de estructura similar a la insulina. Se
expresa en las células de Leydig pre y postnatales. Los transcritos de este gen
representan uno de los mas abundantes ARNm en dichas células y ademéas su
expresion inicia a muy temprana edad gestacional; varios autores coinciden que es a
partir de la semana 12 de gestacion aproximadamente (Adhamy cols., 1993; Ferlin y
cols., 2006; Bay y Andersson, 2010; Massart y Saggese, 2010).

" "l"llliilllmn.,.l

4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18| 20 2122 X Y
Region
promotora INSL3
200 bp aprox. 4999bp
I L] 1
Intron Exon 2
AT AN 1-195bp 4453-4999bp
JFF
19p13.2-pl2 o
11 1
B
/ ARNm 742b
.
L |
Peptido Senal CadenaB Péptido C Cadena A
24 aa 3laa 50 aa 26 aa

L

Figura 3. Gen INSL3. A) Locus de INSL3 en el cromosoma 19, B) estructura del gen, C) producto
transcripcional o ARNm, D) esquema del péptido mostrando los dominios importantes de la pre-
prohormona y E) modelo hipotético de la proteina.

El gen INSL3 se localiza en el brazo corto del cromosoma 19, en la regién
13.2-p12, consta de 4999 pb con dos pequeiias regiones codificantes (exones) y una
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region no codificante (intron) (Burkhardt y cols., 1994; lvell y cols., 2003; Sadeghian
y cols., 2005; Ferlin y cols., 2006). La region promotora es relativamente corta de
aproximadamente 200 pb, la cual conduce la transcripcion a un ARNm de 742 bases
(Fig. 3) (Koskimies y cols., 2002; Sadegghian y cols., 2005; El Houate y cols., 2007;).

F"Ep'tll:ltl Senal Ladena B Fép'l'lﬂﬂ C Ladera A
24 an Ilan 50 na 26 Ra
SP (Péptido Sefial) Cadena B
N-wr—#
SH SH
SH SH
| | i Prepro-INSL3
e | — o
SH SH Cadena A
Péptido-C
SP [Peptido Sefial)
Cadena B
M-ter
S N Py Pro-INSL3
l Jx Cadena A
Péptido-C
Péptido-C
Cadena B
N.[fr—#—[;.[fr
:'?T- % INSL3 Maduro
Bd-Ler — i- . = -ter
Cadena A

Figura 4. Estructura de INSL3 y esduemafizacic’m del proceso de maduracién desde preprohormona,
prohormona y hormona madura. Modificado de Foresta y cols., 2008.

Este gen transcribe una preprohormona inmadura llamada PreproINSL3 de
131aa, compuesta de un péptido sefial, una cadena A y B conectadas a través de un
péptido C. El proceso de maduracién hacia prohormona (proINSL3), consta de la
eliminacion del péptido C y la formacion de dos enlaces disulfuro entre la cadena Ay
B, un enlace disulfuro dentro de la cadena Ay finalmente, el péptido C es removido
para dar lugar a la hormona madura INSL3; su produccién es dependiente de la
produccion de LH, del estado de diferenciacion y namero de las células de Leydig,
las cuales aumentan su poblacién en el ser humano de la semana 14-18 de

gestacion hasta aproximadamente tres meses después del nacimiento y su
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expresion coincide con la produccion de esteroidogénesis y espermatogénesis (Fig.
4) (Ferlin y cols., 2006; Bay y cols., 2007; El Houate y cols., 2007; Foresta y cols.,
2008; Bay y Andersson, 2010).

El papel de este péptido es de gran importancia en el desarrollo genital del
varoén, induciendo la diferenciacién y desarrollo del gubernaculo, habilitando asi el
descenso testicular a la region inguinal (Nef y Parada 1999; Zimmermann y cols.,
1999; Yamazawa y cols., 2006; Foresta y cols., 2008; Bay y cols., 2011). Esto ha
sido demostrado en el humano gracias a la presencia de INSL3 en fluido amniético
de mujeres gestantes de varon, con niveles maximos de expresion durante la
semana 15-17 de gestacion y declina hacia la semana 22, hasta ser indetectable.

2.0+

1.5

1.0 4

fl
oo gl ”l] o ”I]l]

INSL3 (ng/ml)

| | |
Semanas 15-17 4-10 afios Pubertad Juventud
de Gestacién 3 meses Etapa Adulta
Nacimiento
Figura 5. Gréfica de los niveles séricos de INSL3 en diferentes etapas de desarrollo del varén.
Modificado de Bay y Andersson, 2011.

Al nacimiento la concentracion de INSL3 circulante aumenta nuevamente, de
tal manera que puede ser detectada en sangre de cordon umbilical; durante los tres
primeros meses de vida (“minipubertad”) se observa un importante incremento en la
produccion de INSL3, alcanzando concentraciones de hasta 0.5 ng/ml, caracterizado
por una importante actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo (Anand-lvell y
cols., 2008; Ivell y Anand-Ivell, 2009; Bay y Andersson, 2010; Bay y cols., 2011);
dicha produccion de INSL3 declina durante la infancia, presentando concentraciones

indetectables de la hormona en sangre periférica, sin embargo, a partir de la
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pubertad hasta la etapa adulta, la produccion de INSL3 comienza a incrementarse
hasta llegar a concentraciones relativamente estables, (2.0 ng/ml) a partir de los 18
afios (Fig. 5) (Foresta y cols., 2004; Wikstrom y cols., 2006; Ferlin y cols., 2006; Bay
y cols., 2007; Ivell y Anand-Ivell, 2009; Bay y cols., 2011).

Estas variaciones en la produccion de INSL3 demuestran la importancia de
esta hormona, no solo dentro del proceso de descenso testicular, sino ademas en su
participacion primordial en la sobrevida de las células germinales y en el
mantenimiento de una adecuada espermatogénesis (Kawamura y cols., 2004;
Anand-lvell y cols., 2006; Bay y cols., 2011).

Varios estudios en ratones knock out han contribuido al estudio de la
participacion substancial de INSL3 en la CO. Se ha demostrado que ratones macho
con ausencia de INSL3, presentan CO bilateral abdominal asociado con un mal
desarrollo gubernacular (Hutson y Donahoe, 1986; Zimmermann y cols. 1999).

Zimmermann y cols. (1990), desarrollaron un raton knockout del INSL3
mediante recombinacion homdloga de células troncales embrionarias, encontrando
que las hembras eran fértiles y producian crios de tamafio normal, sin embargo
todos los ratones machos knock out presentaban testiculos criptorquidicos
bilaterales abdominales, los testiculos y el tracto genital podian moverse libremente
en la cavidad abdominal, indicando una falta de pegado caudal. Posteriormente, al
emplear técnicas de microscopia electrénica e histologia, encontraron un mal
desarrollo del gubernaculo en los embriones de 17 dias de gestacion (dg); esta
observacion y el hecho de que este gen no se exprese en el ovario durante los dg 8
a 17, apoyan el papel tan importante de INSL3 en el sobre crecimiento y

diferenciacién gubernacular en ratones macho.

Inclusive se ha reportado que la sobre expresion de INSL3 en ratones hembra
transgénicos ocasiona la migracién de los ovarios a una posicion baja dentro del
abdomen, lo cual es causado por presentar un desarrollo gubernacular similar a lo
gue sucede en el descenso testicular, demostrando el papel regulador de INSL3
dentro de la fase transabdominal o INSL3 dependiente (Adham y cols., 2002).
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Por otra parte, estudios fisiologicos a nivel molecular han mostrado la
importancia del gen INSL3 en el desarrollo de la CO, describiendo la participacion de
variantes alélicas o polimorfismos que contribuyen de manera fundamental como
factores de riesgo o susceptibilidad para que un individuo presente CO idiopética
(Tabla 2).

Tabla 2. Variantes alélicas asociadas a la CO Idiopatica.

Gen Variantes Efecto de las Referencias
Alélicas variantes
p.P49S Bajan la actividad del Tomboc y cols., 2000.

Bogatcheva y cols., 2003.
Canto y cols., 2003.

p.R102C habilidad de su Ferlin y cols., 2006.

El Houate y cols., 2007.

p.P93L receptor, asi como la

p.N110K activacion, ademas de

INSL3 p.R102H ocasionar un mal
p.C19G desarrollo gubernacular
p.vV1i8M o disminucion en ese
p.WG69R proceso.
p.R73X

p.L9L(c.27G-A)
p.L42L(c.126G-A)
p.A60T
p.R63X

Ferlin y cols., en el 2003 identificaron tres polimorfismos comunes en INSL3
tanto en sujetos control como en nifios criptorquidicos italianos, con lo que se infiere
que no son mutaciones como tal, sino polimorfismos o variantes alélicas que pueden
estar asociadas al padecimiento: p.L9L (c.27G-A), se presentd en 3% de hombres
criptorquidicos y 5% de la poblacién control; p.A60T (c.178G-A) en 42.5% de
criptorquidicos y 47% de controles y p.L42L (c.126G-A) en el 57% y 58%

respectivamente.

Ademas, encontraron tres sustituciones de nucleétidos (c.278C>T, ¢.304C>T,
y ¢.305G>A) que conllevan a cambios de aminoé&cidos (p.P93L, p.R102C y p.R102H
respectivamente), estas variantes fueron detectadas en condicién heterocigota en

15|Pagina

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?cmd=entry&id=219050

Estudio Molecular del gen INSL3 en
Pacientes Mexicanos con Criptorquidia Idiopéatica.

cuatro pacientes con CO (4 de 87 pacientes, 4.6%), sin encontrarse en ninguno de
los 80 casos control, por lo que hacen suponer que esta Ultimas variantes estan

asociadas directamente a la CO.

Bogatcheva y cols., (2003) describen para la poblacion estadounidense cinco
variantes reportadas previamente: p.P49S, p.P93L, p.R102c, p.R73X y p.N110K, las
cuales se asocian a CO, sin embargo, la alteracion que estas variantes pueden

ocasionar a nivel de la traduccién de la proteina es diverso.

La variante p.P49S localizada en la cadena B del péptido, reduce
severamente la habilidad de la hormona INSL3 de activar a RXFP2, debido a que los
aminoacidos presentes desde la prolina 49 al tript6fano 51 son criticos para la unién
del INSL3 maduro con RXFP2. Por otra parte las variantes p.P93L localizada en el
péptido C y p.N110K, en la cadena B, no han mostrado disminucién considerable en
la activacion del receptor (Bullesbach y Schwabe, 2002), similar a lo que sucede con
p.R102C la cual ocasiona una sustitucion que afecta de manera moderada la
fisiologia de INSL3, ya que el cambio de un aminoacido Arginina (R) por una
Cisteina (C) no cambia la estructura ni la funcion de la proteina de manera drastica.
En contraste, p.R73X produce un péptido defectuoso, al presentar un codén de paro
en el aminoacido 73, por lo que la proteina resultante, es un péptido incompleto y no
funcional. Cabe mencionar que en estos estudios los individuos control no
presentaron ninguna de estas alteraciones (Tomboc y cols., 2000; Ferlin y cols.,
2006; El Houate y cols., 2007).

En el 2006, Ferlin y cols al estudiar a 540 pacientes criptorquidicos Italianos,
describieron que el 1.9% de los pacientes presentaban las alteraciones p.R4H,
p.W69R y p.R72K. La variante p.R4H se encontr6 en un paciente con cariotipo
normal pero con una microdelecion en la regién AZFc del cromosoma Y; la p.W69R
fue detectada en tres pacientes, su correlaciéon con el cuadro clinico muestra una
asociacion con seminoma, dicha alteracion podria estar ocasionando la reduccion en
el procesamiento de la cantidad de la hormona INSL3 activa; la variante p.R72K de
igual forma se detectdé en tres pacientes y se asoci6 a seminoma. También
detectaron las variantes p.P93L (OMIN # 606655.0002), p.R102C (OMIN #
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606655.0003) y p.R102H (OMIN # 606655.0004), previamente reportadas en la
poblacion italiana; de las cuales, se propone que p.R102C es la que presenta un
papel mas patogénico al modificar la estructura del péptido (Foresta y cols., 2008).

GEN RXFP2.

El gen RXFP2 (de sus siglas en inglés: Relaxin-family peptide receptor 2),
receptor para INSL3, identificado en el 2002 e inicialmente nombrado LGRS (leucine-
rich repeat-containing G protein-coupled receptor 8) o GREAT (de sus siglas en
ingles:G protein-coupled receptor affecting testis descent) (Hsu y cols. 2002; Foresta
y cols., 2008). Este gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 13 en la region
13913.1 en el humano, esta constituido por 7331pb y 18 exones, traduce a una
proteina de 754 aminoacidos, con varios sitios 0 dominios importantes: un péptido
sefal, un dominio extracelular, siete dominios transmembranales y un dominio
intracelular; ademas contiene sitios ricos de leucina (gran cantidad de repeticiones
de leucina) y su estructura es parecida a la de una herradura de caballo (Fig.
6)(Bogatcheva y cols., 2007).

«@mDominio Extracelular

SP (Péptido Sefial)

Dominios
Transmembranales

Dominio Intracelular

Figura 6. Esquema hipotético del receptor RXFP2, conformado por un péptido sefial, dominio
extracelular, siete dominios transmembranales y un dominio intracelular. Modificado de Bogatcheva y
cols., 2007.

Actualmente es poco lo que se conoce en relacion a INSL3 como ligando y
RXFP2 como receptor, pues fueron descritos recientemente, sin embargo, el
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fenotipo es similar entre ratones knock out para ambos genes (Nef y Parada, 1999;
Zimmermann y cols.1999; Overbeek y cols. 2001; Gorlov y cols. 2002), por lo que se
ha demostrado que el sistema INSL3-RXFP2 esté involucrado en el desarrollo y
crecimiento del gubernaculo, por lo que al presentar una falla en este sistema, el
proceso de descenso testicular se ve afectado. La expresion de RXFP2 es
restringida al testiculo, cerebro y misculo esquelético, con alto nivel de expresion en

el gubernaculo (Overbeek y cols., 2001; Hsu y cols., 2002).

Varios polimorfismos en el gen RXFP2 también han sido reportados; Gorlov y
cols., (2002) analizaron el gen RXFP2 en 60 pacientes con CO idiopética,
detectando un paciente heterocigoto para la variante c.664A>C, la cual provoca el
cambio de una treonina por una prolina en la posicién 222 del dominio extracelular
de la proteina (p.T222P).

En el 2003, Canto y cols., estudiaron 150 pacientes con CO idiopatica, en uno
de ellos se detectd la variante p.N86K, presente también en la madre, ambos en
estado heterocigoto, en tanto que el padre fue homocigoto normal. Asi los autores
concluyen que las alteraciones en RXFP2 estan frecuentemente asociadas con la
CO y que ademas son heredadas via materna.

El grupo de Ferlin y cols. (2003), han encontrado una incidencia de variantes
en INSL3-RXFP2 del 9.2% en poblacion italiana, mostrando una vez mas que la
consecuencia clinica de las alteraciones parece provocar una falla del testiculo para
descender al escroto correctamente, aparentemente sin afectar los componentes

endocrinos y espermatogénicos del testiculo.

Ese mismo afio, el mismo grupo de investigadores secuencid6 ambos genes
en 87 pacientes con CO y 80 individuos control, detectando la variante p.T222P en
RXFP2 en 4 pacientes con CO; los cuales mostraron diferentes fenotipos, desde
normospermia hasta una completa azoospermia, ademas de CO bilateral hasta
testiculos retractiles; sin embargo, en todos los sujetos la funcion endocrina de los
testiculos fue aparentemente normal, aunque al analizar la funcionalidad de la

proteina resultante de esta alteracion, disminuye la fuerza de union entre INSL3 y
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RXFP2, concluyendo que la CO frecuentemente esta asociada con alteraciones
tanto en INSL3 y RXFP2, los cuales son importantes tanto en el descenso testicular

como en la correcta funcién enddcrina dentro del testiculo.

GEN HOXA10.

La familia de genes homeobox codifican para un grupo de factores de
transcripcion responsables de regular la morfogénesis de estructuras segmentales a
lo largo del eje anteroposterior corporal. Estos genes tienen en comin una
secuencia de ADN conocida como caja homedtica, la cual esta constituida por 180
pares de nucleétidos que guarda homologia con cajas homedéticas de vertebrados,
mamiferos y humanos, a pesar de estar evolutivamente relacionados a genes
homedticos de Drosophila; especie en la que fue identificado por primera vez (Botas,
1993; Krumlauf, 1994; Kmita y cols., 2005).

El gen HOXA10 acttia como factor de trascripcion que controla el crecimiento
y diferenciacion de células relacionadas por posicion. Es expresado en la parte
posterior del embrion de ratén, incluyendo el mesodermo intermedio, el cual da
origen a las génadas y el tracto genitourinario. Recientes estudios en murinos knock
out para HOXA10 han mostrado machos mutantes con criptorquidismo unilateral o
bilateral, asi como anormalidades en nervios lumbares espinales, gubernaculo y
nervio genitofemoral, resultando una espermatogénesis anormal y esterilidad
(Satokata y cols., 1995; Rijli y cols., 1995).

En el humano, el gen HOXA10 se localiza en el brazo corto del cromosoma 7,
en la region pl5-p14.2, esta conformado por 9,667pb. Se expresa en muchos tipos
celulares incluyendo el sistema genitourinario, siendo el gubernéculo y el rifidén los
gue muestran mayor expresion. Se han reportado varios puntos a lo largo del gen
gue muestran alteraciones, aunque las variantes en el exén 1 de este gen son las
gue han sido detectadas en pacientes con CO (Fig. 7) (Kolon y cols., 1999); sin
embargo, se han reportado resultados contrastantes en dos estudios con pacientes
con CO. Uno de ellos describe un estudio inicial de casos y controles, conformado
por 45 nifios criptorquidicos estadounidenses, 30 de ellos presentaban las variantes
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p.R136, p.R143, p.R127K, p.R128Q, p.G129S, p.Q162H y p.S386I en el exén 1 del
gen HOXAL10, al realizar la busqueda de estas alteraciones en individuos control,
estos no presentaron ninguna de ellas; sin embargo el estudio posterior (Kolon y
cols., 1999), sugiere la existencia de alteraciones tanto en pacientes CO como en
casos control; por otro lado interesantemente, Bertini y cols., (2004) han reportado
un polimorfismo silencioso ¢.1203G>A detectado hasta en 10% de los pacientes CO

aunque también se encontr6 en el grupo control.

Arg136-Arg143
deletion

; GIn162His
Gly129Ser

Arg128GIn

Arg127Lys \
K 4 HOXA10 exon 1 F 37

Figura 7. Esquema del exén 1 del gen HOXA10 donde se muestran algunas variantes reportadas.
Tomado de Massart y Saggese 2010.

Ser386lle
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México, hasta la fecha no se cuenta con datos epidemiolégicos sobre la
CO, por lo que no se conoce su incidencia, sin embargo considerando que el INEGI
reporta en el 2010 cerca de 1,257,165 varones nacidos vivos al afio en nuestro pais
y asumiendo que la frecuencia de CO a nivel mundial es de 1 a 2%, es probable que
en la poblaciobn mexicana la frecuencia oscile entre 12,571 y 25,143 casos nuevos
de CO al afio. Por su parte, anualmente en el Instituto Nacional de Pediatria se
cuenta con 110 registros de nifios con CO idiopética, lo cual resulta una cifra
importante en nuestra poblacién pediatrica que podria repercutir en un futuro en un

alto indice de malignidad testicular e infertilidad.

Por otro lado, el proceso completo de regulacién del descenso testicular en
humanos auln es desconocido. Sin embargo, gracias a estudios en modelos
animales y estudios familiares, se ha sugerido la presencia determinante de factores
genéticos o genes candidato asociados a la CO; uno de ellos es INSL3, que ademas
se expresa como una hormona de gran importancia para la sobrevida de las células

germinales.

Estudios realizados en poblaciones distintas a la mexicana, revelan que
ciertas variantes alélicas del gen INSL3 pueden asociarse con la susceptibilidad o
riesgo de presentar CO, incluso con una baja expresion de INSL3. (Massart y
Saggese, 2010; Nef y Parada, 1999; Zimmermann y cols., 1999; Kawamura y cols.,
2004; Anand-Ivell y cols. 2006; Ferlin y cols., 2006; Foresta y cols., 2008). Asi mismo
se ha observado que los pacientes con CO muestran concentraciones
persistentemente bajos de INSL3 (Bay y cols. 2007), por lo anterior resulta
imprescindible realizar un estudio de correlacion con el genotipo de los pacientes y

concentracion sérica de INSL3 en nuestros pacientes mexicanos con CO idiopatica.
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JUSTIFICACION.

En la poblacibn mexicana es indispensable el estudio a nivel molecular de
este padecimiento, el cual no ha sido ampliamente estudiado en poblaciones latinas
(Canto y cols., 2003), por lo que consideramos importante el estudio de los genes
involucrados en el descenso testicular, como el gen INSL3. Por lo que las variantes
alélicas analizadas y caracterizadas de este gen, ayudarian a establecer su
asociacion con la CO idiopética y nos permitiria entender mejor la fisiopatologia de la
enfermedad, para asi en un futuro disefar estrategias utilizando estas variantes
alélicas como marcadores y otorgar un asesoramiento genético oportuno a las

familias afectadas.

Tomando en consideracion que la poblacibn mexicana presenta una alta
heterogeneidad genética, es importante implementar una variedad de metodologias
para mejorar la tasa de deteccion de variantes alélicas relacionadas con
enfermedades complejas como la CO.

HIPOTESIS.

Hipdtesis Nula: No hay asociacion entre variantes alélicas del gen INSL3 con

la Criptorquidia idiopéatica.
Hipdtesis Alterna: Existe asociacion entre variantes alélicas del gen INSL3
con la Criptorquidia idiopatica

OBJETIVOS.

Identificar las variantes alélicas del gen INSL3 asociadas con la criptorquidia
idiopatica en una muestra de nifios mexicanos, atendidos en el Instituto Nacional de

Pediatria
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OBJETIVOS PARTICULARES.

a. ldentificar cuatro variantes alélicas del gen INSL3 previamente descritas en
otras poblaciones involucradas con la criptorquidia idiopéatica.

b. Identificar las posibles variantes desconocidas del gen INSL3 asociadas con
la criptorquidia idiopatica.

c. Determinar la frecuencia de cada una de las variantes analizadas, asociadas
a criptorquidia y en nifilos sanos.

d. Determinar la asociacion entre esas variantes y el cuadro clinico en los
pacientes con criptorquidia.

e. Cuantificar la concentracion sérica de INSL3, como medicion indirecta de la

expresion de la proteina.

MATERIAL Y METODO.

1. CLASIFICACION DEL ESTUDIO.

El estudio fue de tipo observacional ya que no se aplic6 ningun tipo de
intervencion en los pacientes; es un trabajo comparativo de casos y controles; sélo

se realiz6 una medicidon en el tiempo y por lo tanto es transversal.

Por otro lado, es un estudio ambispectivo, pues se obtuvieron los datos
clinicos y las muestras de ADN de los pacientes que acudieron al servicio de
urologia del Instituto Nacional de Pediatria y ademas se realiz6 una revision de
casos y expedientes de pacientes que fueron diagnosticados cuatro afios atras.

Ademas este trabajo se considera translacional, ya que se realiz6 un estudio
tanto en el area clinica, para la valoracién y el manejo de los pacientes como en el

area basica en el andlisis molecular del gen INSL3 (Argimon y Jiménez, 2006).

23|Pagina

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Estudio Molecular del gen INSL3 en
Pacientes Mexicanos con Criptorquidia Idiopéatica.

2. POBLACION DE ESTUDIO.

a) POBLACION OBJETIVO:
Pacientes mexicanos con diagnoéstico de criptorquidia idiopatica.

b) POBLACION ELEGIBLE:
Pacientes con diagnostico de criptorquidia idiopatica que acudieron a recibir

atencion en el servicio de Urologia del Instituto Nacional de Pediatria.

3. CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES.

a) CRITERIOS DE INCLUSION DE PACIENTES.
En el estudio se incluyeron 184 individuos de edad pediatrica (desde un mes

hasta 18 afios de edad), de estos, 85 fueron pacientes con CO idiopatica y 99
conformaron el grupo control, provenientes de la republica mexicana con
ascendencia mexicana minima de 2 generaciones. Los pacientes fueron referidos
del servicio de Urologia del Instituto Nacional de Pediatria, en tanto que el grupo
control o de nifios sanos fueron captados del servicio de cirugia del mismo
Instituto; estos Ultimos se consideran nifios sanos por no presentar criptorquidia y
ninguna afeccién del aparato genitourinario. El diagnostico de criptorquidia

idiopética se realiz6 clinicamente por 2 médicos en 2 consultas distintas.

b) CRITERIOS DE EXCLUSION.
Se excluyeron temporalmente pacientes transfundidos en los Ultimos tres

meses, pacientes con criptorquidia secundaria a procedimientos quirdrgicos
previos o a lesiones anatémicas que pudieran ocasionar la regresion testicular a
la cavidad abdominal; ademas se descartaron de este estudio aquellos pacientes

gue presentaron testiculo retractil.
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4. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio cumpli6 con lo estipulado en el titulo segundo del
Reglamento de La Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud,
segun esta ley vigente en nuestro pais el estudio corresponde a la categoria Il, es
decir, investigacion con riesgo minimo, ya que ademas de la exploracién, se tomo
una muestra Unica de 5-10 ml de sangre por puncidon venosa, que €S un

procedimiento comuin en examenes de diagndstico rutinario.

A los pacientes y familiares se les explicé las caracteristicas y objetivos del
estudio especificando las ventajas, desventajas y posibles riesgos para los
participantes. La informacion obtenida de los pacientes durante el estudio se
mantuvo y mantendrd con estricta confidencialidad. Se debe destacar que la
planeacion, el desarrollo, el manejo de resultados y la interaccion entre
investigadores y pacientes se mantuvo en estricto apego a la Declaracién Universal

sobre el genoma humano y los derechos humanos promulgada por la UNESCO.

5. ESTRATEGIA GENERAL.

Se incluyeron 184 individuos de edad pediatrica, conformados en 2 grupos
(Pacientes CO y grupo Control). El estudio molecular partié de la obtencién de ADN
de sangre periférica y la busqueda de alteraciones o variantes alélicas en el gen
INSL3 mediante la combinacién de estrategias: discriminacion alélica de las
variantes conocidas (p.R102C, p.R102H, p.R105H y ¢.3334T>C) y secuenciacién
automatica para la busqueda de variantes desconocidas. Las secuencias se
compararon con los datos del GenBank para este gen y las variantes se
correlacionaron con el fenotipo. El analisis de los niveles séricos de la proteina se
llevé a cabo en pacientes de 8 a 18 afios, cuantificando la cantidad de proteina
presente en sangre periférica de los pacientes con CO asi como en el grupo control.

25|Pagina

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Estudio Molecular del gen INSL3 en
Pacientes Mexicanos con Criptorquidia Idiopéatica.

Algoritmo metodolégico.

184 INDIVIDUOS MEXICANOS ATENDIDOSEN EL INP
(85 pacientes CO y 99 Individuos Controles)

\ 4
Toma de muestra de sangre periférica

Cuantificacion sérica

Estudio Molecular |e

v

v h 4

Extraccion de ADN Extraccion de suero
|
J’ b 4
3 e =
Discrimi . o e Evaluacion de concentracion
iscriminacion Secuenciacion .
i = i serica de INSL3
Alélica (TagMan®) Automatica e L
| I RIA (Radioinmunoanalisis)
Correlacion Correlacion
Genotipo Fenotipo fenotipo-genotipo

Analisis de Resultados

6. DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

l. EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA.

A cada paciente y nifio control se le tomaron 10 ml de sangre periférica, 5 ml
de esta muestra se colocaron en un tubo vacutainer, usando &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante. Para la extraccion de
ADN de las muestras se utilizé el Kit QUIAGEN Puregene Blood Core Kit C. La
muestra de sangre se centrifugd durante 30 min a 3500 rpm con la intencién de
separar la fase de leucocitos, la cual se aislé en un tubo limpio y se le agreg6 6
ml de solucion para lisis de eritrocitos (RCBL), se agité vigorosamente para
homogeneizar la solucion y se centrifugé a 3500 rpm por 10 min, eliminando el
sobrenadante y obteniendo un pequefio botén de leucocitos. Este paso se repitid

hasta eliminar toda la hemoglobina de la muestra. Posteriormente, se agregé 1
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ml de solucién para lisis de leucocitos (Cell Lysis Solution), se agitd suavemente

durante 10 segundos (s) y se incubd toda la noche a 42°C.

Al hidrolizado resultante se le agregd 1 ml de solucion para precipitacion de
proteinas (Protein Precipitation Solution), se agité y centrifugd nuevamente a
3500 rpm durante 10 min, después la fase superior se pas6 a un tubo limpio y se
agregaron 5 ml de isopropanol grado molecular, se agité suavemente hasta que
el ADN precipito y se le extrajo de la solucidn con una pipeta Pasteur sellada. Se
sec6 por unos minutos a temperatura ambiente, se enjuago con etanol al 70%, se
dej6 secar nuevamente, se resuspendié en 200 pl de agua estéril y se dejo en
refrigeracion a 4°C.

Il. CUANTIFICACION DE ADN EXTRAIDO.

Para cuantificar el ADN se utiliz6 1 pul de muestra, que se coloco en el lector
de un espectrofotometro (NanoDrop ND-1000), la cuantificacion se realiz6 a
través de una longitud de onda de 260 nm y el software especifico del equipo
(nd-1000); la cantidad de ADN resultante se expresé en ng/pl.

Una vez hecha la cuantificacion de cada muestra se realizé la dilucién de
trabajo a una concentracién promedio de 100 ng/ul, creando asi un banco de
ADN de solucién Stock y solucion de trabajo.

[1. EVALUACION DE INTEGRIDAD DEL ADN.

Después de la extraccion del ADN se comprobd su integridad por medio de
una electroforesis, mediante un gel de agarosa al 0.8% tefiido con Bromuro de
etidio. Una vez preparado el gel, se realiz6 una mezcla 1 pl de muestra con 2 pl
de buffer acarreador (colorante azul de bromofenol-xilencianol (0.05%: 0.05%). El
gel se corrio por 40 min a 70 volts y finalmente se visualizé en un transiluminador
(Benchtop UV Transilluminator UVP) (Fig. 8).
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Figura 8. Gel de agarosa al 0.8% muestra la presencia de ADN integro. Carril 1 marcador de peso
molecular A-Hind Il1; los carriles 2-7 muestran la presencia de ADN integro.

V. CUANTIFICACION SERICA DE INSL3.
La determinacion de los niveles séricos de INSL3 se realiz6 en el

Departamento de Biologia de la Reproduccién del INNSZ; tomando 5 ml de
sangre periférica que fueron contenidos en un tubo vacutainer (sangre total) tanto
en pacientes como controles. Las muestras se centrifugaron por 30 min, para la
separacion de las fases y facilitar asi la recuperacion del suero, tomando 3
alicuotas de 100 pl de suero para cada individuo colocandolas a temperatura de -
70°C hasta su uso; los pacientes incluidos se seleccionaron por edad (entre 8 y
18 afios de edad) incluyendo asi 21 pacientes con CO idiopéatica y 20 nifios
controles. Los niveles de INSL3 se determinaron mediante radioinmunoanalisis
(RIA); técnica inmunoldgica en la que se utilizan radioisétopos radioactivos para
detectar antigenos o anticuerpos en liquidos biolégicos (Fig.9).

Antigeno problema

Complejo

Anticuerpo antigeno-anticuerpo

Figura 9. Complejo antigeno marcado-anticuerpo y antigeno problema-anticuerpo en la reaccién de
Radioinmunoanalisis.

Antigeno Marcado

La cuantificacion sérica de INSL3 se realizO6 mediante el KIT (RIA) de

radioinmunoanalisis Phoenix pharmaceuticals Inc., Belmont CA, RK035-27 de
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acuerdo a las instrucciones del fabricante. La preparacién de los reactivos para el
RIA consistié primeramente en diluir el buffer concentrado del RIA con 150 ml de
agua destilada, cuya finalidad es la de reconstituir todos los demas compuestos
gue integran el KIT y diluir las muestras de suero provenientes de los pacientes;
ademas, se reconstituyé el péptido estandar y el anticuerpo con 200 ul y 13 ml
respectivamente de buffer. Después de esto se comenzo la reaccion de RIA en
tubos de poliestireno agregando el anticuerpo y el buffer de RIA, se agit
vigorosamente y se dejé incubar toda la noche a 4°C.

Posteriormente, se reconstruyé el péptido 125 con 13 ml de buffer, se mezclo
y se agregaron 100 pul de la solucién trazadora en cada tubo, se agitaron e
incubaron todos los tubos a 4°C durante una noche. Posteriormente se
adicionaron 100 ul de anticuerpo a cada tubo, al igual que 100 ul de suero, se
agitaron en un vortex y se incubaron todos los tubos a temperatura ambiente
durante 90 min, se afadieron 500 pl de buffer RIA a cada tubo y se agitaron
nuevamente. Se centrifugaron todos los tubos a 3000 rpm durante 20 min, se
aspir6 el sobrenadante y se utiliz6 un espectrofotometro para detectar las
absorbancias de yodo 125 (péptido 125), las cuales fueron correlacionadas con
la curva de calibracibn con diferentes concentraciones de suero de conejo

integradas dentro del KIT.

V. BUSQUEDA DE VARIANTES ALELICAS CONOCIDAS DEL GEN INSL3.

» Anélisis de discriminacion alélica.
Tanto a los pacientes como individuos control se les realizé el andlisis de

discriminacion alélica 5 exonucleasa TagMan® (Applied Biosystems), esta
técnica se utilizdé para la busqueda de polimorfismos con cambio en una base
(SNP): p.R102C, p.R102H, p.R105H y ¢.3334T>C. Para cada polimorfismo se
disefiaron dos sondas especificas, tomando en cuenta la secuencia de la cadena
sencilla de cada variante alélica, éstas fueron marcadas en el extremo 5'con
fluorocromos diferentes, FAM para el alelo 1 (sonda 1) y VIC para el alelo 2

(sonda 2), ademéas ambas tuvieron en el extremo 3" un inhibidor de fluorescencia,
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llamado quencher (TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe

la emision de fluorescencia.
Las sondas se colocaron en una mezcla de reaccion a 5 pl como se indica en
la tabla 3 utilizando un termociclador Step One Real-Time PCR System de

Applied Biosystems.

Tabla 3. Condiciones de la mezcla para discriminacién alélica de las variantes alélicas a

analizar.
REACTIVO VOLUMEN
U. PCR MASTER MIX 254l
SONDA 0.625 pl
H,Odd 0.4375 pl
ADN 2.0 pl=200 ng/ul
Volumen Final 5.0 ul

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

guencher sobre la sonda (Fig. 10).

Polmerzacion -
& . = RApOﬂ
. Sentido Q sonda s Q=Quencher
3 5
= )
antisentido

Strand displacement o

—

3

Figura 10. Método de fluorescencia de 5 exonucleasa (TagMan®) para determinacion de
polimorfismos por discriminacion alélica.
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De tal manera que dadas las condiciones de astringencia utilizada durante la
reaccién, solo la sonda especifica para el polimorfismo presente sera capaz de
hibridar. Por lo tanto es posible diferenciar un alelo del otro en base al tipo de
fluorescencia emitida y al mismo tiempo identificar pacientes con sus dos alelos
normales, alterados e inclusive aquellos individuos que presentan fluorescencia

para ambos fluorocromos (heterocigoto) (Fig. 11).

Allelic Discrimination
Alelo 1
[R— S Ne— 800 .
————— — — — 0. *
“‘o AA
Alelo 2 ~ a0 ‘o. h’g‘_ i
5 . S
@ (o] 0 i " * '.A
—_— e —_— -—b\—/ \_/ > ”.l
i . :
VIC dye = Homocigoto para alelo 1
10 CR]
I FaMdye =Homocigotoparaalelo 2
VIC +|] FAMdye= heterocigoto paraalelos1+2 ™ s e o . = v i
Allele X (alelo1)

Markar 190
Welty) AZ-A12.82-012 C2-C12.00-012 E2-E12F2F 1202012 12412
Document LESIH_SNP

Figura 11. Hibridacion de la sonda y liberacién de fluorocromo debido a la accidon de la enzima
AmpliTag Gold® ADNpolimerasa, y deteccion de las emisiones de las fluorescencias de los alelos de
cada una de las muestras.

VI. SECUENCIACION.

= Amplificacion del Exon 1y 2 del gen INSL3 por PCR punto final.
Después de analizar las cuatro variantes alélicas se realizo la amplificacion de

los exones 1 y 2 del gen INSL3 mediante PCR punto final. Para lo cual se
sintetizaron un par de oligonucleétidos para la amplificacién de cada exon; estos
fueron diseflados de acuerdo a las secuencias del gen INSL3 (Tomboc y cols.,
2000). Sin embrago para llevar a cabo la reaccién fue necesario ademas de los
cebadores (oligonucledtidos), el ADN molde (correspondiente a cada muestra),
enzima polimerasa (Tag Gold ADNpolimerasa), Cloruro de magnesio (MgCI™)
gue actla como un cofactor de la polimerasa y su concentracion ayuda a dar
especificidad a la reaccién, deoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs) y un Buffer de
reaccion especifico para que la enzima realice adecuadamente su funcion. El
proceso de amplificacién para ambos exones se llevé a cabo con un volumen

final de mezcla de reaccion de 25 pl como se indica en la tabla 4.
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Tabla 4. Condiciones de la mezcla de reaccion de PCR para los exones 1 y 2 del gen

INSL3.
REACTIVO VOLUMEN
Buffer 2.5ul
MgCl, 25u
dNTPs (Nucleétidos) 1.0u
Primer Sentido 1.0 pl
Primer Anti sentido 1.0 pl
Taq Polimerasa 0.5ul
DMSO 1.5l
H,O 15.0 ul
Volumen Final 25.0 ul

La reaccién de PCR punto final se basa en la replicacion rapida de material
genético que nos permite amplificar selectivamente un segmento especifico de
ADN. Este consiste en su forma mas simple en la realizacién de tres pasos o
etapas sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas; cada una de estas
tres etapas se repiten ciclicamente entre veinte y cuarenta veces (Fig. 12). La
primera etapa, denominada desnaturalizacion, donde se eleva la temperatura a
95°C para separar las cadenas del ADN molde de ADN y asi lograr la
“desnaturalizacion” del ADN. En la segunda etapa se disminuye la temperatura a
60°C para permitir la “hibridacion” o “alineacién” de los cebadores con cada una
de las hebras separadas del ADN molde. Por ultimo se eleva la temperatura a
72°C para que la enzima ADN polimerasa sintetice la cadena de novo, de
acuerdo con las secuencias complementarias de las hebras del ADN molde. Al
cabo del primer ciclo (desnaturalizacién, alineacion, extensién) el fragmento de
ADN de interés se ha duplicado y el doble de su cantidad original se encuentra
disponible para ser nuevamente replicado en un segundo ciclo. El resultado de la
aplicacion de numerosos ciclos "en cadena" da lugar a la amplificacion

exponencial del segmento de ADN delimitado por los cebadores.
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Figura 12. Esquema del PCR punto final en el cual se pueden observar las tres etapas o pasos del
primer ciclo y en seguida se muestra la manera en la que exponencialmente van aumentando los
amplificados, Modificado de Lodish y cols., 2005.

La amplificacién del exén 1 se realizé bajo el siguiente protocolo (Fig. 13),

utiizando un termociclador

Biosystems.

94°C

94°C

10:00 min

0:30s

30 ciclos

64°C
00:30 s

GeneAmp®

72°C

PCR System 2700 de Applied

72°C

1:00 min

7:00 min

4°C

Figura 13. Diagrama del programa de PCR punto final para la amplificacion del exén 1 de INSL3.
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Debido a las caracteristicas de la secuencia del exén 2, fueron necesarias

condiciones de amplificacién diferente, como se indica en la Fig. 14.

33 ciclos

94°C 95°C
10:00 min 0:40 s

72°C 72°C
0:45 s 7:00 min

60°C
00:35s

a°c

Figura 14. Diagrama del programa de PCR punto final para la amplificacion del exén 2 de INSL3.

El tamafio de los amplificados fueron corroborados mediante una
electroforesis a 85 volts en un gel de agarosa al 2.5%, tefiido con bromuro de
etidio y observados en un transiluminador de luz U.V. verificando asi los tamafios
especificos de cada exén, de acuerdo a las secuencias de los cebadores
(primers) para el exdn 1 se obtuvo un amplificado con un peso de 448pb y para el
exon 2 un peso de 326pb.

» Purificacion de los exones amplificados del gen INSL3.
Después de amplificar es indispensable la purificacion de los productos de

PCR antes de someterlos a la reaccion de secuenciacion, con el fin de eliminar la
presencia de contaminantes que pudieran inhibir la reaccién de secuenciacion
del ADN que se requiere analizar. Para esto, se tomaron 20 pl del producto de
PCR y se colocaron en un tubo cénico de pléstico de 0.5 ml estéril, donde se
realizé una mezcla con 20 ul de agua libre de ADNsas, 60 ul de isopropanol
grado molecular, se agit6 durante 2 s y se dejé a temperatura ambiente durante
12 min; posteriormente la mezcla se centrifugd a 13000 rpm por 12 min
desechando el sobrenadante, se lavo el micro pellet con 200 pl de etanol al 70%,
agitando suavemente y centrifugandolo durante 8 min a 13000 rpm. Se elimin6
nuevamente el sobrenadante y se dejé secar en una placa de calentamiento

durante 10 min a 42°C. Después de este proceso, se diluyo el micropellet en 10
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pl de agua estéril y se corrobord la purificacion a través de una electroforesis con

un gel de agarosa al 2.5%, en el cual visualizamos nuevamente los amplificados.

» Reacciones para secuenciacion.
Las reaccion de secuenciacion se realizaron en el Laboratorio de Genética

Molecular y Farmacogenética del INCAN (Instituto Nacional de Cancerologia),
empleando un secuenciador automatico Perkin EImer modelo 310, version 3.0
ABI-CEL, con el KIT Big Dye Terminators v3.1 Cycle Sequencing Kit de Applied
Biosystems. Basado en el método de dideoxinucleotidos, el cual consiste en la
sintesis in vitro de ADN catalizada por la enzima ADN polimerasa y que puede
ser interrumpida controladamente por la adicion al azar de un dideoxinucle6tido
(ddNTP). Los dideoxinucle6tidos son deoxinucleétidos que les falta un grupo
hidroxilo en las posiciones 2'y 3'y por lo cual no pueden unir a otros nucleétidos,
por lo tanto no se puede continuar con la extensién de la cadena. Es decir,
actian como terminadores de la cadena (Sanger, 1977). La mezcla de reaccion

para la secuenciacion fue como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de la mezcla de reaccion para la secuenciacion de los exones 1y 2

del gen INSL3.
Reactivo Cantidad
Big Dye Sequencing Buffer (5X) 0.75 ul
Big Dye Ready Reaction Mix* 0.5ul
ADN (Producto purificado de PCR) 1 pl (3-10 ng/ul)
Primer (Sense o Antisense) 0.5l
H,O desionizada 7.25
Volumen Final 10 ul

Donde el Big Dye Ready Reaction Mix* contiene: dNTPs, ddNTPs (ddG, ddT,
ddA y ddC), y el Big Dye Sequencing Buffer (5X) contiene; AmpliTag ADN
Polimerasa, MgClI2 y Buffer Tris-HCI.

El programa que se empled para la reaccion en el termociclador 9600 de
Perkin Elmer fue el siguiente (Fig. 15):
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25 ciclos

96°C 96°C
5:00 min 0:10 s

60°C 60°C
4:00 min |7:00 min

55°C
0:10s

1°C

Figura 15. Programa utilizado para el termociclador 9600 de Perkin Elmer.

Las muestras resultantes de la reaccion se secuenciacion se purifican de la
misma manera en que se purifican los productos de PCR (isopropanol grado
molecular y etanol 70%), se resuspendieron en 21 ul de formamida y se llevaron
a 95°C durante 8 min, finalmente se preparod la placa y se coloco en el equipo

para su secuenciacion.

Las secuencias obtenidas de la amplificacion de ambos exones fueron
comparadas con la secuencia del gen INSL3 registrada en BLAST 2
SEQUENCES RESULTS VERSION 2.2.2. (www.ncbi.nlm.nih.gov) y con los datos
de la secuencia del gen INSL3 de tipo silvestre registrados en el GenBank para la

determinacién de polimorfismos o variantes alélicas en cada exén.

VII.  ANALISIS ESTADISTICO.
Los resultados obtenidos en la cuantificacién sérica de INSL3 en pacientes

CO y controles, se llevo a cabo a través de la comparacién de medias de ambos
grupos y mediante la prueba estadistica T-student se corroboré la significancia
estadistica entre ellos.

Por otro lado, dentro del analisis de discriminacion alélica de las variantes
p.R102C, p.R102H, p.R105H, se analizaron por presencia o ausencia del SNP en
la poblaciébn CO y control, sin embargo, la variante ¢.3334T>C que mostré alta

heterogeneidad en ambos grupos, fue analizado mediante el estadistico de X?
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Pearson para determinar la significancia de los datos obtenidos; ademas al ser
una variante con una alta presencia a nivel mundial, nos permitié la comparacion
de nuestra poblacién con otras poblaciones del mundo como la europea,
africana, japonesa y china mediante los datos proporcionados por el Hap Map.
Todo el analisis estadistico se asumid bajo un indice de confianza (IC) de 95%;
todos los datos fueron analizados con el software estadistico IBM SPSS Statistics

19 ® y en cada prueba se consider6 como significativo un valor de p<0.05.
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RESULTADOS.

BUSQUEDA DE VARIANTES ALELICAS CONOCIDAS DEL GEN INSL3.

En este trabajo se incluyeron 184 nifios mexicanos, de estos 85 son pacientes
pediatricos que cuentan con un diagnéstico de CO idiopéatica abdominal, el 45.8%
(39/85) de ellos presentaron la forma bilateral, considerada como el fenotipo grave,
mientras que el otro 55.2% (47/85) de los pacientes manifestaron CO unilateral, es
importante mencionar que Unicamente el 10.6% (9/85) de los pacientes presentaron
antecedentes familiares de CO. Ademas en este estudio se captaron 99 nifios sanos
que conformaron el grupo control, caracterizado por no presentar anomalias

genitourinarias.

Con el analisis inicial de las 3 variantes alélicas conocidas o SNPs en el gen
INSL3 (p.R102C, p.R102H y p.R105H) se pudo observar que las variantes p.R102C
y p-R105H no fueron identificadas en nuestro estudio, tanto los pacientes CO como
el grupo control resultaron homocigotos normales para estas variantes (p.R102C y
p.R105H) (Fig. 16).
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Figura 16. Andlisis de discriminacién alélicas para las variantes: A. p.R102C. B. p.R105H en el que
se muestra que el 100% de los individuos resultaron homocigotos normales.

Allele Discrimination Plot (SMP Aszay: R102H)
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Figura 17. Andlisis de discriminacion alélica para el SNP p.R102H que muestra uno de los pacientes
CO como heterocigoto.

En tanto que la variante p.R102H se identific6 en el 1.17% (1/85),
detectandose en un solo paciente con CO bilateral, presentando el testiculo
izquierdo fuera de la via normal de descenso y el derecho en la regién abdominal,
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este paciente resultd heterocigoto, es decir, presenté s6lo en uno de sus alelos la
variante alélica p.R102H y sin antecedentes familiares. (Fig. 17). Estos datos
concuerdan con estudios realizados en otras poblaciones, donde la proporcion de

variantes identificadas es similar a la nuestra, con una frecuencia relativamente baja.

En el caso del analisis del SNP ¢.3334T>C ubicado en la region intronica del
gen INSL3 y que se presenta en alta frecuencia en la poblacion general a nivel
mundial, mostré6 una mayor heterogeneidad alélica tanto en pacientes CO como en
controles, que aunque no se muestran diferencias significativas en ambos grupos, el
estado heterocigoto predomina en los pacientes con CO (51.8%). Incluso al realizar
la correlacion del genotipo con el fenotipo, agrupando a los pacientes de acuerdo al
tipo de CO, unilateral o bilateral, ambos grupos muestran una frecuencia alta del
estado heterocigoto con un 30% y 25% respectivamente (Tabla 6 y 7). Por otra parte
al comparar estas frecuencias alélicas de nuestros pacientes con otras poblaciones
como la africana, europea, japonesa y china, se puede observar que la frecuencia
del alelo alterado (C) de los pacientes con CO mexicanos se encuentra muy
parecida a la poblaciéon Europea, lo cual puede deberse a la influencia genética de
nuestra poblacién con algunas poblaciones del oeste de Europa, como la espafiola
(Tabla 8).

Tabla 6. Frecuencia alélica y genotipica del SNP ¢.3334T>C en pacientes mexicanos con

CO idiopatica.
SNP Genotipos de Frecuencia Genotipos de Frecuencia Valor de
Pacientes CO Alélica Controles Alélica P
€. 3334 T>C TT=15.3% T=42.2% TT=17.2% T=36.7%
Alelo CC=30.6% C=57.8% CC=42.4% C=63.3% 0.081
ancestral: T TC=51.8% TC=35.4%

Tabla 7. Correlacion del fenotipo con el genotipo de la variante ¢.3334T>C en pacientes
mexicanos con CO idiopatica.

SNP Unilateral Bilateral Valor de P
c. 3334 T>C TT=8.75% TT=6.25%
Alelo ancestral: T CC=13.75% CC=16.25% 0.660
TC=30% TC=25%
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Tabla 8. Comparaciéon de las frecuencias alélicas del SNP ¢.3334T>C en la poblacién
mexicana y otras poblaciones del mundo.

Alelos Poblacion Africa  Europa Asia Asia

SNP involucrados mexicana Japon China
Cco Control

T 42.2% 36.7% 17.8% 40.4% 38.6% 35.9%

c. 33347>C C 57.8% 63.3% 82.2% 59.6% 61.4% 64.1%

BUSQUEDA DE VARIANTES ALELICAS DESCONOCIDAS DEL GEN INSL3
MEDIANTE EL METODO DE SECUENCIACION.

Después del rastreo dirigido de alteraciones conocidas que nos reflejé un
indice de deteccién bajo para las variantes analizadas, nos propusimos buscar
alteraciones desconocidas en la region codificante del gen INSL3, mediante el
método de secuenciacidon automatica, esto fue factible gracias a que se trata de un
gen relativamente pequefio (4,999 pb), constituido s6lo por dos exones y un intrén;
con base a esto se llevo a cabo la estandarizacion de la reaccién de amplificacion

por PCR punto final de las regiones codificantes (Fig. 18).

Figura 18. Amplificados del gen INSL3 A) Carril 1 marcador de pesos, del carril 2 al 10 amplificados
de 448pb correspondiente al exén 1 en pacientes CO, carril 11 control negativo B) Carril 1 marcador
de pesos; del carril 2 al 10 amplificados de 326pb correspondiente al exén 2 en pacientes CO ,carril
11 control negativo.

Estos amplificados fueron purificados y secuenciados, empleando un
secuenciador automatico de Applied Biosystems modelo 310, version 3.0, ABI-CEL1,
con el KIT Big Dye Terminators v3.1 Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystems;
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las secuencias resultantes fueron comparadas con los datos obtenidos a partir del
GenBank., detectando asi cuatro variantes alélicas diferentes: p.L42L, p.A60T,
p.R105R y p.T86M.

Las dos primeras variantes estan ubicadas en el exon 1 (p.L42L [c.126G>A] y
p.A60T [c.178G>A]); estas variantes se ubican en la cadena B y péptido-C
respectivamente de la preprohormona, la primera alteracion detectada es de suma
importancia, al ubicarse en el sitio que une al dominio extracelular del receptor
(RXFP2). EI SNP p.L42L se identifico en 4 pacientes con CO idiopética, dos de ellos
presentaron un fenotipo grave, es decir una CO abdominal bilateral, en tanto que los
otros pacientes fueron diagnosticados con CO abdominal unilateral, todos ellos en
estado heterocigoto. Es importante mencionar que uno de estos pacientes presentd
antecedentes heredofamiliares, donde el padre presentd CO unilateral izquierda. En
cuanto a la variante p.A60T, se detectdé en dos pacientes con CO idiopéica
abdominal bilateral, uno de ellos homocigoto (ambos alelos presentaban la
alteracion) y el otro paciente heterocigoto (con un solo alelo afectado), estos
pacientes no presentaron antecedentes heredofamiliares de CO (Fig. 19).

p-L42L (c.126A>G) p.A60T (c.179A>G)

Figura 19. Espectroferogramas que muestran la secuenciacion del exén 1 del gen INSL3 de dos
pacientes CO heterocigotos, cada uno con una variante alélica diferente A) p.L42L y B) p.A60T.

En el exdn 2 se encontraron las alteraciones ¢.315T>A (p.R105R) y ¢.257C>T
(p.T86M); dichas alteraciones se ubican en el péptido C, lo que puede mostrar un

impacto crucial para la maduracion de INSL3 y verse reflejado en un fenotipo grave
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en los pacientes, pues en ambos casos los pacientes presentan CO idiopética

bilateral sin antecedentes familiares (Fig. 20).

2]
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p-T86M (c.257C>T) p.R105R (c.315T>A)

Figura 20. Espectroferogramas de las secuencias alteradas del exdon 2 del gen INSL3
correspondientes al SNP A) p.T86M y B) p.R105R.

Finalmente en nuestro estudio identificamos cinco alteraciones, una de ellas
detectada a partir del andlisis de busqueda de variantes alélicas conocidas (R102H)
y las otras cuatro p.L42L, p.A60T, p.R105R y p.T86M las logramos caracterizar por
el método de secuenciacién. Se sugiere que la mayoria de las alteraciones se
asocian a un fenotipo grave (criptorquidia bilateral), tres de ellas descritas en otras
poblaciones (p.L42L, p.A60T y R102H) y dos variantes alélicas no reportadas
previamente en la literatura (p.T86M y p.R105R). Con todo este analisis molecular
se logré un indice de deteccidn de alteraciones genéticas de 5.88% en 170 alelos

analizados de nuestros 85 pacientes con CO idiopatica.

CUANTIFICACION SERICA DE INSL3.

La determinacion de los niveles séricos de INSL3 se llevé a cabo en pacientes
mayores de ocho afios, edades que se especifica en la literatura presentan mayor
expresion de INSL3, esto con la finalidad de correlacionar los niveles de esta
hormona con el fenotipo y el genotipo de los pacientes con CO. Asi fueron
seleccionados 41 individuos: 21 pacientes con CO y 20 nifios controles. Los
resultados obtenidos en relacion a la cuantificacion sérica mostraron una media de

0.306 ng/ml en la concentracién de INSL3 en los pacientes con CO idiopatica, lo cual
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esta por debajo de la media mostrada por el grupo control (0.555 ng/ml) (Tabla 9)
(Fig. 21). De ahi la necesidad de buscar alteraciones dentro de este gen. Sin
embargo es importante hacer notar que el tamafio de muestra que incluimos en esta

parte fue reducida.

Tabla 9. Concentraciones séricas de INSL3 (Media + EE) en pacientes CO y controles.

Grupo Numero de Cuantificacion Sérica de Valor de P
Muestras INSL3 (ng/ml)

Pacientes CO 21 0.305 + 0.055

Control 20 >0.555 + 0,101 0.044

Cuantificacion sérica de INSL3 en pacientes con CO
y controles.

1.25

0.75

INSL3 ng/ml

0.5

0.25

8-10 afios 11-13 afios 14-19 afios
Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes Controles

Figura 21. Comparaciéon de las concentraciones séricas de INSL3 en pacientes CO (columnas
verdes) vs grupo control (columnas naranjas) mostrando bajas concentraciones desde los 8 afios de
edad, y haciéndose mas evidentes después de los 14 afios.
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DISCUSION.

La criptorquidia o no descenso testicular es un padecimiento que mantiene
una correlacién con el CT, debido a que el testiculo no descendido muestra cambios
histolégicos en su epitelio germinal, que en estado adulto favorecen la infertilidad;
varios reportes a nivel mundial refieren que un paciente con CO presenta un riesgo
de 7.3 a 9.7 veces mayor de padecer CT que un individuo sano (Cortes, 2003; Ferlin
y cols., 2008; Bay y Andersson, 2010). A pesar de ser un padecimiento frecuente
con serias secuelas tanto de tipo oncolégico como de fertilidad, no existe una
herramienta diagndstica especifica que oriente al clinico al diagndstico oportuno y se
otorgue asi un tratamiento adecuado evitando las repercusiones en la salud del
varon afectado.

En este estudio, al analizar el fenotipo de nuestra poblacién de pacientes
pediatricos mexicanos con diagnéstico de CO idiopética se observa un porcentaje de
45.8% de pacientes CO bilaterales, en contraste a lo que reporta el grupo de Ferlin
en el 2008 (39.6%) en pacientes italianos, esto es de gran importancia debido a que
se ha documentado que el estado de bilateralidad en esta patologia causa un riesgo
de cuatro veces mayor de presentar CT que la poblacién en general (2%-3%)
(Foresta y cols., 2008).

Otro aspecto de suma importancia es la fertilidad pues se reporta que uno de
cada tres pacientes con CO suele presentar problemas de infertilidad, esto ha sido
comprobado a partir de estudios histologicos, observando que el nimero de células
germinales y células de Leydig en los testiculos criptorquidicos se encuentran dentro
del rango normal, sin embargo el ndmero total de espermatogonias es bajo y
muchas células germinales permanecen indiferenciadas, lo que a su vez aumenta
hasta 10 veces el riesgo de desarrollar algun tumor testicular especificamente
seminoma en los pacientes que presentan esta patologia (Cortes y cols., 2001;
Cortes y cols., 2003; Ashley y cols., 2010).

La calidad anormal seminal es comun en los pacientes con CO, presentando

conteos espermaticos reducidos y pocos espermatozoides morfolégicamente
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normales en varones con CO bilateral (71% a 100%) y en hombres con CO
unilateral (18% a 43%) (Ashley y cols., 2010); inclusive, se ha reportado que cerca
del 20% de los individuos que presentan azoospermia corresponden a pacientes que
tienen o tuvieron CO. Es de gran relevancia destacar que los problemas de
infertilidad se reducen en cerca del 76% de los casos si se realiza la orquidopexia
(procedimiento quirdrgico que corrige la criptorquidia) antes de los 10 meses de
edad en los pacientes con CO (Hadziselimovic y cols., 2006; Kurpisz y cols., 2010;
Park y Choi, 2010).

A pesar de que el proceso de descenso testicular no estd totalmente
elucidado, sabemos que INSL3 participa dentro de la fase transabdominal del
descenso testicular y se ha propuesto que puede participar de manera importante
dentro de la fase inguinoescrotal del descenso, asi como de un buen mantenimiento
de las células germinales (Kurpisz y cols., 2010). Se expresa en células de Leydig
de testiculos fetales y adultos, y es considerada como un excelente marcador del
estado funcional de las células de Leydig (Joensen y cols., 2008); por esta razén
cualquier error dentro de la secuencia del gen INSL3 podria generar una hormona

disfuncional que repercuta en el no descenso de los testiculos.

Este andlisis molecular intenta definir como estdn involucradas las
alteraciones en la secuencia del gen INSL3 con el descenso testicular, lo que podria
ser de gran utilidad para establecer un diagndstico oportuno de esta enfermedad,
aun mas, en un futuro la posibilidad de identificar portadores en nuestra poblacién y

otorgar a esas familias un asesoramiento genético certero.

Existen estudios realizados en varias poblaciones distintas a la mexicana, que
revelan que ciertas variantes alélicas pueden asociarse a la CO idiopatica (Nef y
Parada, 1999; Zimmermann y cols., 1999; Kawamura y cols., 2004; Ferlin y cols.,
2006; Foresta y cols., 2008); sin embargo, existe gran variacion en cuanto a la
frecuencia y tipos de alteraciones en las diferentes poblaciones del mundo; de
hecho, se sabe que en poblaciones con un alto grado de mestizaje puede existir una

mayor diversidad de alteraciones o variantes alélicas, en comparacién de aquellas
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poblaciones con menor mestizaje o caracter endogamico, donde predominan un

menor nimero de alteraciones a nivel génico (Lisker y cols., 1990).

Hasta la fecha se conocen cerca de 160 polimorfismos en el gen INSL3
descritas en diferentes poblaciones a nivel mundial entre ellas se encuentran:
p.P49S, p.P93L, p.R102C, p.N110K, p.R102H, p.R105H, p.C19G, p.V18M, p.W69R,
p.R73X, p.LOL, p.L42L, p.A60T y p.R63X; sin embargo, la mayoria de estas
variantes alélicas se han descrito tanto en pacientes como en la poblacion general y
se caracterizan por ser poco frecuentes (entre 0.2% a 1%) aun en los pacientes con
CO.

Después del andlisis de las variantes alélicas p.R102C y p.R105H del gen
INSL3 en nuestra poblacion mestizo mexicana, logramos definir que ninguno de los
dos grupos de estudio (pacientes y controles) presentaban el alelo alterado, a
diferencia de Ferlin en el 2006 y Foresta en el 2008 que detectaron dos pacientes
italianos con fenotipo unilateral y bilateral respectivamente, estos hallazgos en
nuestra poblacion podria atribuirse, por un lado, al tamafio de muestra, que hasta el
momento puede considerarse todavia pequefio y por otro lado que estas dos
alteraciones fueran endémicas de la poblacion Italiana y por tal motivo no son
detectadas en nuestros pacientes, por lo tanto posiblemente nuestros pacientes
presenten alteraciones distintas a las descritas en otras poblaciones del mundo.

En tanto que la presencia del SNP p.R102H en estado heterocigoto en uno de
nuestros pacientes con CO bilateral con testiculo derecho abdominal e izquierdo
ectépico, permite la comparacion de nuestro estudio con otro en la poblacion
italiana. Debido a que Foresta y cols., en el 2008 estudiaron un total de 540
pacientes y encontraron que cinco son heterocigotos para esta variante, porcentaje
muy similar al nuestro 0.93% y 1.17% respectivamente, cabe aclarar que de estos
cinco pacientes italianos, tres de ellos presentaron una CO unilateral, y niveles
espermaticos bajos; los otros dos pacientes corresponden al fenotipo bilateral y en

uno de ellos su madre fue portadora de este polimorfismo.
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En nuestro estudio al paciente positivo para esta variante se le realiz6
orquidopexia a la edad de siete afos, lo que aumenta la probabilidad de presentar
problemas de infertilidad o un posible riesgo de CT. Esto se infiere debido a que
distintos estudios demuestran que la criptorquidia ocasiona disturbios,
principalmente en la espermatogénesis y en el posible desarrollo de CT. Sin
embargo, la correccion de la malformacién por medio de la orquidopexia realizada
antes de los dos afios de vida postnatal recupera la fertilidad hasta en un 90%,
comparado con el 50% cuando se realiza de los nueve a los doce afios de edad
(Murphy vy cols., 2007).

Las dos variantes localizadas en el codon 102 de la proteina (p.R102C y
p.R102H) influyen directamente sobre el desarrollo de la criptorquidia e inclusive se
les ha relacionado con infertilidad debido a que en cuatro de seis pacientes que
presentan estos polimorfismos se observa un dafio considerable en la
espermatogénesis reflejada en baja concentracién espermatica. Esto podria deberse
a que la arginina (aminoacido silvestre en la posicion 102 de esta proteina) es el
cuarto residuo antes del ultimo aminoacido que compone al péptido-C, se sabe que
su funcién es de suma importancia al formar parte del sitio de unién del péptido-C
con la cadena A, debido a que esta union hace posible la maduracion del péptido
desde una preprohormona inmadura hasta la hormona madura. Por lo cual, el
cambio de aminoacido ocasiona problemas en esa uniébn y por ende en la
maduracion de esta hormona; sin embargo, se ha prescrito que el cambio de una
Arginina (R) por una Histidina (H) en esta posicibn no altera su proceso de
maduracion, aunque disminuye su efectividad de union entre el péptido-C y la
cadena A. Por otro lado, el cambio de una Arginina por una Cisteina ocasiona
cambios importantes en la carga de esta region y los analisis funcionales han
mostrado disminucién en la activacién del receptor de esta hormona localizado en el
gubernaculo (RXFP2) (Ferlin y cols., 2003; El Houate y cols., 2007).

En relaciébn a la variante alélica ¢.3334T>C localizada en la region no
codificante del gen INSL3, que seleccionamos por estar presente en una alta
frecuencia en la poblacion general de Europa occidental y septentrional, en la
poblacion asiatica conformada por China y Japén, asi como en el norte y centro de
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Africa. Pese a presentarse en alta frecuencia en estas poblaciones, no localizamos
reportes respecto a su posible asociacién con pacientes con CO idiopatica. Al
realizar este analisis observamos que el grupo control present6 un genotipo C/C con
una frecuencia muy parecida a la poblacion china, en tanto que para el grupo de
pacientes con CO idiopatica el genotipo T/T presenté una frecuencia muy similar a la

europea.

Asi al comparar nuestro grupo CO con el grupo control se observa una
distribucién muy heterogénea tanto en pacientes como en controles y a pesar de no
haber diferencia significativa entre la presencia de este polimorfismo en ambos
grupos, se observa que el alelo alterado (T/C) se presenta en un 51.8% de los
pacientes y parece influir mas sobre los pacientes con CO unilateral al presentarse
el genotipo T/C en 30% de esos pacientes. Por lo cual inferimos que el polimorfismo
€.3334T>C en estado heterocigoto puede inferir un riesgo mayor de heredar CO a su
descendencia que el estado homocigoto normal o mutado; esto aunado a que todos
los factores indispensables intervengan en el momento preciso dentro del proceso
de desarrollo embrionario para desarrollar esta malformacion tan frecuente. Para
poder inferir lo anterior de manera mas convincente es necesario ampliar nuestro
namero de muestras y asi poder observar mas claramente el comportamiento de
esta variante alélica en la poblacién mexicana tanto en pacientes con diagnostico de

CO idiopética como en el grupo de individuos sanos.

En poblaciones con una alta heterogeneidad, como México, una variedad de
metodologias deben ser combinadas para mejorar la tasa de deteccion de variantes
alélicas en multiples genes relacionados a ciertos padecimientos mendelianos y alin
mas en enfermedades complejas como la CO. Por esta razén en este trabajo se
utilizaron diferentes estrategias para mejorar nuestra tasa de deteccion en los 85

pacientes pediatricos mexicanos analizados.

Mediante secuenciacion automatica del gen INSL3, logramos caracterizar la
presencia de 2 variantes alélicas en el exon 1y dos en el exén 2, ¢.126G>A (p.L42L)
y €.178G>A (p.A60T) y ¢.257T>C (p.T86M) y ¢.315T>A (p.R105R) respectivamente.
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La primera alteracion p.L42L en el exdn 1, se encontré en cuatro pacientes en
estado heterocigoto, dos de ellos presentaron criptorquidia bilateral abdominal y dos
de ellos la forma unilateral, cabe mencionar que uno de estos pacientes presento
antecedentes familiares. La segunda alteracion en el exén 1 p.A60T, se presentd en
dos pacientes, uno de ellos en estado homocigoto y parece estar relacionada con el
fenotipo grave, ya que ambos pacientes presentan CO bilateral abdominal. En la
literatura estos polimorfismos han sido descritos en pacientes italianos, sin embargo
no se ha estudiado cémo estos polimorfismo influyen dentro del desarrollo de esta
patologia en relacion con la maduracién de la hormona INSL3, sin embargo la
presencia de ambos polimorfismos en una alta frecuencia en los pacientes con CO
idiopética y que dichos pacientes presenten el fenotipo grave, refleja la importancia
de estas alteraciones afectando el correcto descenso testicular desde etapas de

desarrollo embrionario.

Estos polimorfismos se ubican dentro de la preprohormona, en la cadena B
(p.L42L) y péptido-C (p.A60T). La primera es de suma importancia a pesar de no
generar un cambio de aminoacido, pese a esto, al encontrarse en el sitio de union de
la hormona madura INSL3 con el dominio extracelular del receptor (RXFP2) que se
ubica en células gubernaculares, podemos inferir que podria afectar la efectividad de
unién entre ligando y receptor, ocasionando en primer lugar, una produccién anormal
de INSL3, debido a un mal desarrollo de la etapa transabdominal del descenso
testicular y como consecuencia la presencia del fenotipo CO.

Por otro lado el SNP p.A60T conlleva a un cambio de aminoacido en el codén
60 donde una alanina (A) es sustituida por una treonina (T). La alanina se encuentra
catalogada dentro de los aminoacidos no polares o hidrofébicos, los cuales son
menos solubles en agua que los aminoacidos polares. Sin embargo, se sabe que el
miembro menos hidroéfobo de esta clase es precisamente la alanina que cuenta con
un peso molecular de 89 g/mol y se halla casi en la linea fronteriza entre los
aminoacidos no polares y los polares, donde se encuentra la treonina con un peso
molecular de 119 g/ml donde su solubilidad se debe a los grupos hidroxilo que
presenta, los cuales no son presentados por la alanina (Lehninger, 2006); lo que nos
permite inferir que el comportamiento del péptido-C se vera afectado por el cambio
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de aminoacido, pues aunque la treonina posea un comportamiento similar a la
alanina, su poca solubilidad puede interferir de manera importante en esa region,
esto aunado a que la treonina es un aminoacido de mayor longitud y lo que requiere
el péptido-C es unir lo mas posible la cadena A y la cadena B para llevar a cabo la

maduracion de la hormona.

En relacién a la segunda region codificante (exén 2) analizada, las secuencias
mostraron dos alteraciones que hasta el momento no habian sido descritas en la
literatura a nivel mundial, los polimorfismos descritos son: ¢.257C>T y ¢.315T>A,
ambas alteraciones en la secuencia nucleotidica dentro del gen INSL3 se presentan
en un paciente independiente y podrian estar influyendo de manera importante en la
patologia, debido a que ambos pacientes que presentaron estos polimorfismos,
presentan un fenotipo grave, testiculos bilaterales abdominales, aunque solo en la
primera alteracion (c.257T>C) se muestra un cambio de amino&cido de una Treonina
(T) a una Metionina (M) en el codon 86 (p.T86M). Dicho cambio es de suma
importancia debido a las caracteristicas fisicoquimicas de ambos aminoacidos. En el
caso de la treonina, como se menciond anteriormente es un amino&cido polar, con
solubilidad en agua, mediado a través de sus grupos hidroxilo, sin embargo, la
metionina es totalmente insoluble en agua y ademas contiene azufre (Lehninger,
2006), lo cual nos hace pensar que cambia la polaridad del codon 86 del péptido-C,
importante para el inicio de la maduracion de INSL3 (Foresta y cols., 2008).

Por otro lado el SNP ¢.315T>A (p.R105R) ocasionado por un cambio en la
segunda region codificante del gen INSL3 en el nucleétido 315 cambiando una
Timina por una Adenina, puede resultar muy importe a pesar de que no provoca un
cambio de aminoécido, sin embargo la localizacién de este polimorfismo esta dentro
de los tres dltimos aminoacidos del péptido-C, el cual une a la cadena A de la
preprohormona, por lo que su presencia ocasiona una alteracion importante en el
desarrollo normal de INSL3, el cambio podria influir en la baja efectividad de la
maduracion hormonal. De hecho, Foresta y cols., en el 2008, infieren la importancia
de las alteraciones encontradas en el péptido-C, relacionadas con el desarrollo de
esta patologia, estos autores reportan que de diez polimorfismos que han descrito,

seis de ellos se encuentran en esta region y el andlisis comparativo de las proteinas
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traducidas de las variantes alélicas han mostrado una reduccién en la efectividad de

la maduracion a una hormona madura y funcional.

Los estudios moleculares realizados hasta el momento, revelan que existe
susceptibilidad genética asociada con la CO idiopatica, pero la deteccion de
variantes se vuelve complicada, por el simple hecho de tratarse primeramente de
una patologia compleja donde se ven fuertemente involucrados desde factores
ambientales, hasta genéticos, esto aunado a que la enfermedad es poligénica, y a
pesar de los hallazgos en este estudio en la poblacion mexicana que ademas tiene
una alta heterogeneidad genética, es importante destacar la necesidad de ampliar el
namero de pacientes a analizar, asi como el niamero de variantes a rastrear
dirigidamente, alin mas, es indispensable hacer una tamizaje de alteraciones en la
totalidad del gen INSL3, incluyendo la region no codificante, promotora e intronica
del gen, que en caso de estar alterada podria ocasionar o influir en un mal
desarrollo, de la hormona, asi como del proceso de descenso testicular. Es
importante destacar que al tratarse de un padecimiento poligénico es de suma
importancia analizar otros genes que junto con el gen INSL3 podrian estar
participando en todo el proceso de descenso testicular y asi detectar las alteraciones
génicas en los pacientes con diagnéstico de CO idiopatica; por otro lado, es
imprescindible realizar el estudio en las familias afectadas para identificar portadores
en los familiares de primer grado como padres y hermanos.

Sin embargo debemos tomar en cuenta que al tratarse de un padecimiento
que interfiere con la fertilidad la gran mayoria de las alteraciones en los pacientes
presentan una baja heredabilidad (Massart y Saggese, 2010), debido a esto
podemos sugerir una baja tasa de identificacién de alteraciones, aunque gracias a
estudios hechos por Ferlin y Foresta en el 2006 y 2008 respectivamente, se muestra
gue algunas de las variantes alélicas presentes en los pacientes con CO, ademas de
presentarse generalmente en una frecuencia baja en multiples poblaciones, también
se ha visto que son heredadas via materna, por lo que resulta de gran relevancia al
proponer estas variantes como marcadores Utiles para otorgar un diagndstico
oportuno en la identificacién de portadores, incluso de madres portadoras y llegar en
determinados casos hasta un diagnéstico prenatal, cuya importancia no es
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simplemente detectar las alteraciones o polimorfismos buscados, si no proveer un
rango de elecciones y recomendaciones para la pareja en riesgo de tener un hijo con
este padecimiento y de esta manera evitar la mayor cantidad de factores que
podrian desencadenar la CO (Alvarenga, 2002).

Otra estrategia utilizada para observar la importancia de la hormona INSL3 en
el correcto desarrollo de descenso testicular fue el radioinmunoanalisis, a través del
cual pudimos comprobar que existe asociacién entre la disminucion de los niveles de
INSL3 en pacientes con CO idiopéatica a comparacion de los individuos controles, asi
los niveles séricos de nuestros pacientes de edades entre los 8 y 18 afios concuerda
con lo reportado por Bay y cols. en el 2010.

Cabe mencionar que los paciente en los que encontramos alguna variante
alélica no cubrieron los criterios de inclusion para analizar los niveles séricos de
INSL3, sin embargo la produccion de la hormona en baja o alta cantidad genera
problemas dentro del desarrollo de la CO. Se ha observado que los bajos niveles de
INSL3 dificulta el descenso testicular y desencadena el fenotipo bilateral abdominal,
esto observado en modelos animales; sin embargo recientes hallazgos demuestran
que esta hormona induce el desarrollo del guberniculo de una manera
independiente de andrégenos y que la sobreexpresion de INSL3 causa de igual
manera una mala diferenciacion del gubernaculo y por ende la presencia de CO
(Bogatcheva y cols., 2003; Kojima y cols., 2009)

Unicamente un grupo de investigadores en Dinamarca ha reportado la
expresion de INSL3 y LH en nifios sanos a partir de sangre de cordén y plasma
sanguineo; mostrando una elevada expresion de INSL3 y LH hasta los 3 meses de
edad. Sin embargo, los individuos Daneses con CO presentan baja expresién de
INSL3 a pesar de haber niveles normales de LH, lo cual sugiere que la CO podria
deberse a una disfuncionalidad de las células de Leydig lo cual a su vez fortalece los
hallazgos acerca de que los pacientes con CO ademas de presentar baja produccion
de INSL3, presentan una reduccién importante en la esteroidogénesis y
espermatogénesis (Bay y cols 2007; Bay y Andersson, 2010).
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Aunado a esto, la concentracion sérica de INSL3 ya habia sido determinada
en otros estudios, en los cuales, se ha mostrado un incremento progresivo de la
expresion de esta hormona durante la pubertad, especificamente desde la edad de
10 afos, llegando a niveles maximos superiores a los 2 ng/ml en la edad adulta y
disminuyendo nuevamente en edades avanzadas (Bay K. y Andersson, 2010). Lo
gue refleja que esta hormona es crucial en el correcto desarrollo reproductivo del

varon.

A su vez, se ha demostrado la importancia de INSL3 dentro de la salud
reproductiva, debido a que pacientes con CO presentan concentraciones normales
de LH, FSH y testosterona, sin embargo, presentan problemas de fertilidad (Joensen
y cols., 2008). Esto concuerda con reportes en individuos adultos tratados con
Gonadotropina Corionica Humana (hCG), lo que estimula el aumento de LH; sin
embargo al determinar las concentraciones séricas de testosterona e INSL3,
Unicamente se observé un aumento en la produccidon de testosterona y no de
secrecion de INSL3, mostrando insensibilidad a los efectos esteroidogénicos
producidos por la LH. Por lo que INSL3 parece ser un marcador mas sensible del

estado funcional de las células de Leydig (Ferlin y cols., 2006).

En adicion, INSL3 es importante en el mantenimiento de la sobrevida de las
células germinales, generando un efecto protector de sufrir apoptosis e inclusive los
estudios moleculares realizados hasta la fecha han demostrado que las alteraciones
en la secuencia de su gen promotor (INSL3) pueden tener un papel importante no
solo en el desarrollo de CO si no en el desarrollo de tumores en ciertos tipos de

canceres como sucede en el caso de seminoma y carcinoma (Bay y cols., 2011).

Asi, la CO es una enfermedad compleja, donde los factores genéticos
componen solo una pequefia parte de los factores que intervienen con el desarrollo
de esta patologia, aunado a esto, INSL3 solo es uno de los muchos genes que
participan en el desarrollo de la CO. Por lo que se hace necesario el estudio no solo
de otros genes, si no de cada factor que interviene con el desarrollo del
criptorquidismo en la poblacibn mexicana; y de esta manera contribuir al

conocimiento que se tiene de esta enfermedad en nuestra poblacion.
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CONCLUSIONES.

1. La correlacion genotipo-fenotipo nos refleja una clara asociacion de las
alteraciones detectadas y el fenotipo grave de nuestros pacientes con

CO idiopética.

2. En este trabajo se detectaron cinco alteraciones o variantes alélicas
diferentes que representan el 5.88%de los alelos afectados. De las
cuales, dos se reportan por primera vez en la poblacion mexicana.

3. Las alteraciones p.L42L y p.A60T resultaron con una frecuencia alta en

los pacientes mexicanos con criptorquidia idiopética.

4. Las alteraciones R102H, p.T86M y p.R105R se detectaron con una
frecuencia <1% en nuestra poblacién de pacientes mexicanos con

criptorquidia idiopética.

5. Respecto a la variante alélica ¢.3334T>C se infiere que el genotipo T/C
podria estar asociado a la criptorquidia idiopatica y el genotipo C/C
representar un genotipo de proteccion a este padecimiento.

6. Los pacientes con CO idiopética presentaron una concentracion sérica

de INSL3 baja en relacién a los individuos control.
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TABLAS DE SINDROMES EN LOS QUE SE PRESENTA LA CRIPTORQUIDIA.

Sindromes en los que frecuentemente se presenta la CO.

S. Aarskog S. Fraser Focomelia Roberts-SC
Acrodisostosis S. Freeman-Sheldon | S. Robinow
S. Bérjeson-Forssman- S. Displasia S. Rubinstein-Taybi

Lehmann

Frontometafisial

S. Carpenter

S.

Fryns

S. Seckel

Microgastria Congénita-
reduccién de las extremidades

S.

Johanson-Blizzard

S. Senter-KID

S. Delecién 4p S. Hiperostosis Lenz- | S. Shprintzen-Goldberg
Majewski

S. Delecién 5p S. Pterygium letal S. Simpson-Golabi-Behmel
multiple

S. Delecién 9p S. Meckel-Gruber S. Smith-Lemli-Opitz

S. Delecién 11q S. Meier-Gorlin S. Toriello-Carey

S. Delecién 13q S. Miller-Diker S.Triploidia

S. Delecién 18q S. Mowat-Wilson S. Mosaico Trisomia 9

Artrogriposis distal S. Lentigos mdltiples | S. Trisomia 13

S. Duplicacion 3q S. Noonan S. Trisomia 18

S. Duplicacion 10q S. Opitz G/BBB S. Ulnar-Mammary

S. Duplicacion 15q S. Oto-Palato-Digital, | S. Weaver
Tipo Il

Obstruccion Uretral temprana | Fenotipo Pena- S. a-Thalasemia/Retraso mental
Shokeir ligado al cromosoma X

S. Escobar S. de Peters’-Plus S. XXXXY

Extrofia de la cloaca

S.

Pfeiffer

S. Pterygium Popliteal

Sindromes en los que ocasionalmente se presenta la CO.

S. Acrocallosal

S. Gorlin

S. Adams-Oliver

S. Cefalopolisindactilia Greig

Secuencia Disruptiva de la Amioplasia

Congénita

S. Hallermann-Streiff

Asociacion al tumor Aniridia-Wilms

S. Jarcho-Levin

S. Apert S. Langer-Giedion
Condrodisplasia Punctata Autosémica S. Larsen
Recesiva
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S. Beckwith-Wiedemann

. Marden-Walker

S. Cardio-Facio-Cutaneo (CFC)

. Marshall

S. Catel-Manzke

. MacKusick-Kaufman

nNnnunnnon

Displasia Condroectodermal Miller

S. Cockayne . Distrofia Miotonica

S. Coffin-Siris . Neu-Laxova

S. de Lange . Delecion 1p36

S. Delecién 3p Espectro de Hipogenesia de Extremidades
Oromandibulares

S. Delecién 22q11.2 S. Pfeiffer

Displasia Diastrofica S. Pterygium Popliteal

S. Artrogriposis distal S. Prader-Willi

S. Distichiasis-Lymphedema S. Rothmund-Thomson

S. Down S. Saethre-Chotzen

S. Dubowitz S. Smith-Magenis

S. Duplicacion 9p S. Treacher Collins

S. Ectrodactilia-Displasia Ectodermal- S. Trisomia 8

Clefting

S. Pancitopenia Fanconi S. XXY

S. Hipoplasia Femoral-Facias inusuales | S. XYY

S. Hidantoina Fetal S. Zellweger

Tablas realizadas en base a Jones, 2006.
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