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1. RESUMEN.

INTRODUCCION. El descenso testicular es un proceso embrionario complejo, que
involucra la interaccion de factores genéticos, neurolégicos, hormonales y
anatomicos. Una falla en cualquiera de estos procesos tiene como resultado la
falta de descenso testicular o criptorquidia. Los testiculos criptorquidicos tienen
mayor riesgo de infertilidad y malignidad que los normales. Se ha identificado la
presencia de genes que influyen en los mecanismos del descenso y en el
mantenimiento de una adecuada espermatogénesis; especificamente, los genes
INSL3, LGR8/GREAT y HOXA10. El INSL3 es una hormona con gran importancia
para la sobrevida de las células germinales. En pacientes con criptorquidia, se ha
demostrado bajos niveles de INSL3 en comparacion con pacientes sanos,
observando una relacion entre esta enfermedad y variantes alélicas de éste gen.
Hasta la fecha, éste gen no han sido ampliamente investigados en poblaciones
latinas, incluyendo la mexicana. Pretendemos determinar la presencia de
variantes alélicas: R102C, R105H, R102H del gen INSL3 en nifios mexicanos con
criptorquidia idiopética, para asi conocer la fisiopatologia, y planear proyectos
futuros con objetivos en nuevas estrategias de tratamiento individualizado (en
relacion a la infertilidad y el cancer testicular. OBJETIVO GENERAL: Identificar tres
variantes alélicas: R102C, R105H, R102H del gen INSL3, que se asocian con la
criptorquidia idiopética en una muestra de pacientes mexicanos, atendidos en el
Instituto Nacional de Pediatria del periodo noviembre del 2008 a junio del 2010.
MATERIAL Y METODOS. Se incluyeron un total de 162 individuos; 75 nifios
criptorquidicos idiopaticos y 87 nifios sanos control (no criptorquidicos). Los
pacientes con criptorquidia idiopatica abdominal o inguinal (alta), unilateral o
bilateral, referidos de los Servicios de Urologia y Cirugia General del Instituto
Nacional de Pediatria, en un periodo de 19 meses (noviembre 2008 a Junio del
2010). El estudio molecular se realiz6 a partir de la obtencion de DNA de linfocitos
de sangre periférica y el analisis correspondiente de cada una de las variantes
alélicas antes citadas, mediante el método fluorescente de 5 exonucleasa
(TagMan) de discriminacion alélica. La determinacién sérica de INSL3 se llevo a
cabo mediante RIA. RESULTADOS. Todos resultaron homocigotos para el alelo
normal o ancestral, ningun paciente presenté el alelo alterado en ninguna de las
variantes alélicas analizadas del gen INSL3. Los resultados fueron analizados
con t-student. La comparacion de medias, de la cuantificacién sérica de INSL3 en
los pacientes criptorquidicos vs no criptorquidicos, se realizdé en 47 pacientes (41
pacientes mayores de 8 afios, y 6 pacientes menores de 8 afios); y mostraron
significancia estadistica en pacientes mayores de 8 afios (p=0.044).
CoNcCLUSIONES. El analisis de las variantes alélicas mostr6 que en nuestra
poblacion de pacientes con criptorquidia idiopatica, no se presentd el alelo
alterado o de riesgo; estos hallazgos se consideran todavia preliminares, dado el
tamafio de muestra, y ademas considerando a la poblacion mexicana que
presenta una alta heterogeneidad genética, debemos hacer una busqueda dirigida
exhaustiva (incrementando el nUmero de variantes) y considerar otras estrategias
metodolégicas de busqueda de mutaciones desconocidas o poco frecuentes,
pues quiza existan alteraciones endémicas de nuestra poblacion que permitan
establecer asociaciones etio-patogénicas. Por otro lado la cuantificacion sérica de
INSL3 en pacientes criptorquidicos puede ser determinada como parte de su
abordaje clinico y con ello evaluar el funcionamiento de las células de Leydig y
por tanto el prondstico en funcion de fertilidad.



2. MARCO TEORICO.

La criptorquidia, o testiculo no descendido, es una patologia que consiste
en la falla del testiculo para descender hacia el escroto. Es una anomalia comun
del tracto genital masculino que afecta del 2-4% del total de varones recién
nacidos a término (1). Dicha patologia es de gran trascendencia en la edad
pediatrica, debido a su frecuencia y su asociacion con cancer testicular y fertilidad
en estado adulto. Su incidencia a nivel mundial es del 2.6% al nacimiento. En
nifios prematuros se incrementa hasta el 30%. Estas cifras disminuyen a causa

del descenso espontéaneo, alrededor del 1% al afio de edad (2).

El escroto proporciona un ambiente que es 4°C menos que la temperatura
corporal, una falla en la localizacion testicular en el escroto después del

nacimiento conlleva a anormalidades progresivas bioquimicas y fisiologicas.

Durante el primer afio de vida en el humano, es un periodo en el cual antes
se pensaba que correspondia a un periodo inactivo, es actualmente considerado
un periodo crucial en el que se experimenta importante desarrollo en las células
gonadales. Después de los tres meses post-natales los gonocitos, que son células
gue originalmente fueron formadas por la diferenciacion de las células germinales
primordiales in Gtero, experimentan diferenciacion y son convertidas a
espermatogonias tipo A. Esta transformacion se acompafia por el incremento en
la produccion de hormona luteinizante (LH), testosterona y sustancia inhibidora de
Miuller; y se completa hasta la edad de 12 meses. Las espermatogonias tipo A
son convertidas lentamente en espermatogonias tipo B (de los 3-4 afos), antes de
la diferenciacion final a espermatocitos primarios, permaneciendo en esta forma
dentro de los tubulos espermaticos hasta que se inicia la pubertad, periodo en el

cual aparece el proceso de espermatogénesis.

Se piensa que la falla del descenso testicular interfiere con el proceso
inicial de transformacion de los gonocitos en espermatogonias tipo A. Esta falla en
la diferenciacion ha sido considerada la causa del incremento de la incidencia de
infertilidad y malignidad vista en los pacientes con testiculos no descendidos

(sobrevida anormal de los gonocitos, convirtiéndose en carcinoma in situ). (3, 4)



Estudios previos han mostrado que la orquidopexia (tratamiento quirdrgico
de la criptorquidia) realizada antes de los 2 afios, puede predecir fertilidad en
cifras cercanas a 87.5%, sin embargo si la intervencion es realizada después de
la pubertad cae draméticamente a 14%. Actualmente es aconsejado que la
intervencién quirdrgica deba ser realizada en cualquier tiempo después de los 3 a
6 meses si los testiculos permanecen no descendidos. Esta recomendacion se
basa en que las anomalias de las células germinales son potencialmente
prevenibles y reversibles si hay recolocacion del testiculo en un ambiente correcto
(escrotal). Asi también el riesgo subsecuente de infertilidad se asocia en el tipo de

criptorquidia (uni o bilateral) (3).

Los testiculos criptorquidicos tienen mucho mayor riesgo de malignidad
gue los normalmente descendidos con una probabilidad de desarrollar un tumor

testicular de 7.3 a 9.7 veces mayor que la poblacion masculina general (5)

La ausencia de los testiculos dentro del escroto también predispone a otros
problemas. Es generalmente aceptado que los testiculos criptorquidicos tienen
mayor riesgo de experimentar torsion testicular, esto puede ser debido a una
pobre aposicién del epididimo en relacion al testiculo, creando una configuracion
anatémica que predispone a la torsion. Asi también los beneficios psicologicos de
tener la apariencia de los dos testiculos intra-escrotales no deberian de ser

subestimados. (3)

El diagndstico de criptorquidia se hace mediante la exploracion fisica y con
base a la localizacién del testiculo, la criptorquidia se clasifica en: 1) abdominal
(por arriba del canal inguinal); 2) canalicular, (en el canal inguinal) y 3) ectdpico,
(fuera de la via normal del descenso)(6). Sin embargo se estima que
aproximadamente 20% de los testiculos criptorquidicos son no palpables. Por
tanto, el beneficio de los estudios de imagen en este grupo de pacientes es
necesario. Las opciones de imagen incluyen ultrasonido, resonancia magnética, y
tomografia computada (la cual es raramente utilizada debido a la modalidad de

estudios de imagen libres de radiacion que ahora son disponibles)(3).



Descenso testicular. El testiculo esta ubicado en etapas embrionarias en
el abdomen y posteriormente se desplaza hacia el escroto. En posicién abdominal
esta suspendido por dos ligamentos: uno que une el rifidn a la gbénada, llamado
ligamento suspensor craneal (LSC) en humanos y el otro que conecta el testiculo

y el epididimo al piso del escroto denominado gubernaculo.

El descenso de los testiculos es un evento complejo, mediado por factores
tanto anatomicos, genéticos, endocrinos, que se relacionan con el desarrollo del
gubernaculo, el proceso vaginal, el canal inguinal, los vasos espermaticos y el

escroto (7).

Hutson y Donahoe (1986) propusieron que el descenso testicular se
presenta en dos fases denominadas trans-abdominal e inguino-escrotal. (8)
Durante la primera, el testiculo se desplaza hacia la zona inguinal y en la segunda
fase hacia el escroto. La primera fase del descenso testicular se presenta en el
ser humano entre la semana 8 a la 15 de la gestacion. La segunda fase entre la

semana 25 a la 35 de gestacion (3, 8).

Se ha propuesto que una de las estructuras con mayor participacion en el
descenso de los testiculos es el gubernaculo. (Fig. 1) Este fue descrito por
primera vez por John Hunter (1786) como una estructura fibrosa que une el
testiculo al escroto. (9) La formacién y diferenciacion de esta estructura es crucial

para el descenso exitoso del testiculo.

Para que el descenso testicular se lleve a cabo es necesario que el
gubernaculo presente cambios morfologicos de crecimiento (fase trans-
abdominal) y de regresion (fase inguino-escrotal). Ambos procesos parecen estar

bajo diferentes mecanismos de regulacion.
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Figura 1. Micrografia en donde se muestra el gubernaculo, estructura que participa en el

descenso testicular. Testiculo (T), epididimo (E). Tomado de Arredondo y cols., 1991.

El crecimiento gubernacular (ligamento genito-inguinal) se presenta durante
la fase trans-abdominal, justo antes del descenso testicular (10,11); con aumento
en el tamafio de esta estructura, dado por proliferacién celular, sintesis de
glicosaminoglicanos y de acido hialurénico. Este proceso es indispensable ya que
produce dilatacién del canal inguinal y del escroto, permitiendo el libre paso del
testiculo a través de ellos.(11). Asi también en esta primera fase del descenso

existe concomitantemente regresion del ligamento suspensorio craneal.(3)

Se cree que el descenso trans-abdominal se lleva a cabo por la
participacion de los siguientes factores: 1) factor asociado a la insulina-3 (INSL3)
(que estimula al gubernaculo distal para el crecimiento). 2) El receptor de INSL 3
(LGR8) o Great, (receptor que es alterado en las mutaciones en ratas con
consecuente criptorquidia); 3) la sustancia inhibidora de Miller estimulando la
reaccion inflamatoria y crecimiento del gubernaculo (1, 3, 11; 12, 13) y 4) HOXA
10 (14, 15, 16). Los androgenos no tienen una participacion directa, aunque se

dice que controlan la regresion del ligamento suspensor craneal (17).

Durante el descenso testicular inguino-escrotal en el gubernaculo se
remueve la matriz extracelular y este culmina como un tejido fibroso que mantiene
pegado el testiculo con el escroto, después del descenso (18,19). El ligamento del
gubernaculo tiende a acortarse y se incorpora al bulbo (1). La falla en la regresion

gubernacular puede impedir el descenso normal del testiculo (18).



El descenso inguino-escrotal estd bajo el control de la testosterona en

donde también se ha propuesto que participa la presion abdominal (8,21,22)
(Fig.2).

INSL3
HOXA10
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Figura 2. Fases del descenso testicular. En el esquema superior se aprecian las diferentes

-

posiciones del testiculo. En la primera columna se observa al testiculo en posiciéon abdominal, en
la segunda inguinal y en la tercera escrotal. Es clara la participacion del gubernaculo para este
proceso. Las micrografias inferiores se correlacionan con la posicion esquematica de los
testiculos. Epididimo (E), testiculo (T), gubernaculo (G) y rifién (R). Tomado de Shono y cols.,
1994,

Durante el descenso testicular inguino-escrotal, el gubernaculo permite el
desplazamiento del testiculo y eversion del bulbo gubernacular. Se ha aceptado
gue esta fase depende de los andrégenos (23,24) y no se presenta en animales
con deficiencia experimental de esta hormona (25, 26). En seres humanos con
completa resistencia a los andrdégenos, el gubernaculo permanece alargado y no
ocurre este proceso de migracion (1,8, 27). También se ha demostrado que la
regresion del gubernaculo se bloquea al administrar, en etapas prenatales el



antiandrégeno flutamida (28, 29).

Considerando que el descenso testicular depende de complejas
interacciones endocrinas y mecanicas, un defecto o anormalidad estructural en el

eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo puede inducir criptorquidia (1).

ETIOLOGIA
Actualmente se conocen parte de los mecanismos que regulan el

descenso testicular y demuestran que la etiologia de la criptorquidia es
multifactorial y se genera por alguna anomalia que interrumpe el descenso normal
de los testiculos.

Se proponen diferentes origenes de la criptorquidia:

1) Endécrinos

2) Factores mecéanicos

3) Factores genéticos: cromosomopatias y genes asociados

Factores Endocrinos.

Una de las causas mas comunes son por defecto en la secrecion de
androgenos prenatales secundarios a la deficiencia de la estimulacion de
gonadotropinas hipofisiarias o baja produccién de gonadotropinas por la placenta
(2, 24, 30). Las pruebas endocrinas de los bebés recién nacidos con testiculo no
descendido han mostrado, en algunos nifios, anomalias (31, 32). Se ha reportado
gue Unicamente durante los primeros meses postnatales se presenta deficiencia
en la produccion de andrégenos (2 a 4 meses) 0 en la produccion de la
substancia inhibidora de los conductos de Miller (MIS) (4 a 12 meses) (33, 34,
35,36).

Por otro lado, altos niveles de estrégenos maternos durante la gestaciéon
estan involucrados en la etiologia del criptorquidismo en humanos (37, 38, 39). Se
ha considerado que este esteroide inhibe la produccién de andrégenos por actuar
directamente en las células de Leydig (40). También se ha sugerido que la
criptorquidia inducida por la administracion de estradiol es provocada por un

blogueo de la testosterona via el eje hipotalamo-hipofisis-testiculo (12).



El Dietiltilbestrol (DES), un fuerte estrogeno sintético, se ha asociado al
incremento de criptorquidismo, hipoplasia testicular y pobre calidad del semen
(41). Se ha demostrado que el DES tiene la habilidad de suprimir la produccién de
testosterona (42), la expresion de receptores de androgenos (43) y la expresion
de INSL3 (44).

Recientemente se ha reportado un incremento en la incidencia de la
criptorquidia y se ha asociado a la exposicion de fetos varones a niveles
supranormales de estradiol ya que algunos contaminantes medioambientales y
productos naturales poseen actividad estrogénica (45).

Factores mecéanicos.

Dentro de los factores mecénicos que se sugieren originan la criptorquidia
se proponen los siguientes:

Masiva obstruccion del tracto urinario prenatal o defecto mesodérmico.

Alteracion en la presién abdominal (46).

Dafio traumatico al gubernaculo (47, 48).

Alteracidon en el proceso vaginal, esta estructura es importante ya que
protruye a través del anillo interno y transmite la presion intra-abdominal al
gubernaculo. EI gubernaculo en turno ejerce traccion en el testiculo para iniciar el
descenso testicular. El patente proceso vaginal contina produciendo presién en
el testiculo durante la migracion inguinal a través de la transmision de la presion

intrabdominal producido por el esfuerzo respiratorio (2).

Factores genéticos:

Cromosomopatias: Existe una variedad de sindromes caracterizados por
defectos en la produccion de gonadotropinas, en la sintesis de andrégenos o en
la accion androgénica, en los cuales la criptorquidia es comun (Anexo 1). Por
ejemplo la microcefalia es un factor comun el cual se asocia a una mala funcion

hipotalamica o hipofisiaria (23).

A pesar de la gran cantidad de padecimientos en donde la criptorquidia se
presenta como un sintoma sumado a muchos otros para conformar un sindrome

especifico, actualmente también se conoce una gran cantidad de casos de
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caracter idiopético, es decir que no se sabe con exactitud la causa, aunque se
sugiere que existen componentes geneéticos, ya que el 6% de los padres de
varones con testiculos no descendidos también sufrieron el trastorno (49).

Asi mismo, los estudios en familias muestran que tanto factores
ambientales como genéticos estan involucrados en esta entidad. Corbus y
O’Conor (1992) describieron varias familias con generaciones afectadas. (50).
Ademas Perrett y O’ Rourke (1969) reportaron la presencia de 8 varones con
criptorquidia unilateral en 4 generaciones de una familia(51). En tanto que Pardo
Mindan y cols., (1975) reportaron 2 familias sugiriendo una herencia autosémica
dominante o como una herencia ligada al cromosoma Y (52). Bishop y cols.,
(1979) precisaron que las anomalias renales tales como agenesia renal estan
asociadas a menudo a la forma familiar de criptorquidia. El criptorquidismo (mas
severo) bilateral, fue asociado a un riesgo mayor en la presentaciéon de la

enfermedad para los hermanos (53).

GENES ASOCIADOS

La secuencia de DNA de dos individuos no relacionados es
aproximadamente 99.9% idéntico. El 0.1% restante contiene variaciones
(polimorfismos) que pueden influir en el comportamiento o gravedad de una
enfermedad, asi como afectar la respuesta a farmacos. El término de
polimorfismo se refiere a variantes genéticas comunes en la poblacién general,
ocurriendo en mas del 1% de la poblacion. En estas se incluyen variantes como
deleciones o inserciones multi-base (polimorfismo insercion delecion), variaciones
de repetidos (repetidos cortos en tandem) o con el cambio de un solo nucleétido
(polimorfismo de un solo nucleétido o SNP), que recientemente han recibido una
mayor atencion por su alta prevalencia en el genoma y su relacion en diversas
patologias (54).

La etiopatologia de la criptorquidia es aun incierta a pesar de conocer algunos
de los mecanismos que regulan del descenso testicular, desde la region
abdominal hasta el escroto, durante el desarrollo embrionario. Gracias a un sin
namero de estudios de casos familiares, y mas recientemente modelos animales,
se ha sugerido la presencia determinante de factores genéticos, genes candidatos
para la criptorquidia, que influyen en las manifestaciones clinicas de esta entidad.

En afos recientes, se ha dado particular atencion a los genes como: el factor
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asociado a la insulina 3 (INSL3), receptor para INSL3 (LGR8/GREAT) y HOXA10;

(TABLA 1); los dos primeros son proteinas que actian como sistema ligando y

receptor respectivamente y el tercero con un papel clave en la morfogénesis,

estos genes hasta la fecha no han sido estudiados ampliamente en nuestra

poblacion e incluso en la poblacidon latinoamericana que presentan este

padecimiento.

TABLA 1.- GENES INVOLUCRADOS EN LA CRIPTORQUIDIA.

Gen candidato | Efecto en el fenotipo Referencia

INSL3 En el descenso testicular en la fase  Nef y Parada,
transabdominal, actda induciendo la @ 1999;
diferenciacion del gubernaculo. Reduce la | Zimmermann vy

apoptosis y favorece la proliferacion de @ cols.,1999

células germinales. Su mutacion se Anad-lvell y

asociado al seminoma. cols., 2006,
Kawamura y
cols., 2006

LGR8/GREAT @ Receptor del INSL3 que participa en la Nef y Parada,
diferenciacion del gubernaculo durante la | 1999;
fase  transabdominal.  Contribuye al Zimmermann vy
mantenimiento de la espermatogénesis cols.,1999,
Overbeek y
cols., 2001 vy
Gorlov y cols,,
2002

HOXA10 Papel <clave en la  morfogénesis | Satokata y cols.,

gubernacular embrionaria. Necesario para | 1995 Rijli y cols.,
1995; Kolon y cols.,

1999

mantener una adecuada espermatogénesis.

FACTOR ASOCIADO A LA INSULINA 3 (INSL3)

El gen INSL3 inicialmente denominado insulina asociada a Leydig (Ley I-
L) (55), también conocido como factor asociado a la relaxina, (miembro de la
familia hormonal relacionada con la relaxina). EI INSL3 es producido como una

pre-prohormona inmadura, compuesta de la cadena A y B conectadas por un
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péptido C, un péptido sefial que cuando se enciende da lugar a la prohormona. La
conexion del péptido C es removida durante el procesamiento de la inactivacion
hormonal, en tanto que en la activacion las dos intercadenas se mantienen unidas
por enlaces disulfuro. El gen se localiza en el cromosoma 19 y comprende dos
exones y un intrén, se localiza en el dltimo intron del gen kinasa Janus (JAK3) (56,
57, 58). El papel de este péptido es durante el descenso testicular en la fase
transabdominal, induciendo la diferenciacion del Gubernaculo (12,13). Aunque
también tiene un papel importante en el mantenimiento de una adecuada
espermatogénesis (59, 60). Los niveles séricos varian durante el desarrollo,

presentando un incremento a partir de la pubertad (61, 62, 63).

Se ha demostrado criptorquidia bilateral en ratones macho con ausencia
del INSL3, debido a un mal desarrollo del gubernaculo (12, 13). Zimmermann y
cols. crearon por recombinacion homoéloga de células stem embrionarias, un ratén
knockout del INSL3, encontrando que las hembras con INSL3 mutado eran fértiles
y producian crios de tamafio normal, sin embargo todos los ratones machos
knockout presentaban testiculos criptorquidicos bilaterales, localizados en el
abdomen. Los testiculos y el tracto genital podian moverse libremente en la
cavidad abdominal, indicando una falta de pegado caudal. Empleando técnicas de
microscopia electrénica e histologia, encontraron un mal desarrollo del
gubernaculo en los embriones de 17 dias de gestacion. Estos hallazgos
claramente demostraron el papel del factor INSL3 en el proceso del descenso
testicular. Esta observacion y el hecho de que el este gen no se expresa en el
ovario durante los dias 8 a 17 de la gestacion, apoyan el papel tan importante de
este factor en el sobrecrecimiento y diferenciacién del primordio gubernacular en

ratones macho.

Asi considerando que la ausencia del INSL3 en ratones genera
criptorquidia bilateral debido a un mal desarrollo del gubernaculo es légico pensar
que los paciente criptorquidicos podran presentar ausencia del gen o alteraciones
gue conllevan a una inhibicion parcial o total en la accion de la proteina.

Las mutaciones en el gen INSL3 han sido reconocidas como causas de
criptorquidia en algunos casos. En el analisis de la literatura se sugieren que las
mutaciones A24G, V43L y A60T en INSL3 representan polimorfismos, vy
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consideran 10 mutaciones para INSL3 (C-19, V18M, P49S, W69R, R73X, P93L,
R102C, R102H, R105H y N110K) que fueron encontradas en nifios y adultos con
historia de criptorquidia. La parte mas variable de INSL3 es representada por el

péptido C, donde 6 de las 10 mutaciones han sido encontradas. (Figura 3) (64).

R102C

Prepro-INSL3 R102H
V18M P49S WG69R R73X  PI93L R105H N110K
C-19G |
SP(242a) | Bechain(31aa) | C-peplide(50aa) | A-chain (26 aa)
Promoter | | |
A24G V43L AG0T
, SP B-chain
N-ter ———— T =—
SH SH
SH SH
! I —C-ter Prepro-INSL3
| | A-chain
SH SH
C-peptide
qu—l
N-ter | B-chain
| R —C-ter Pro-INSL3
$ S -chain
C-peptide

(‘—peplideH

B-c

1alr

N-ter ﬂ C-ter
é t Mature INSL3
N-ter— [ [ I = —C-ter
¢ { A-chain

Figura. 3 Foresta y cols. 2008.

Canto y cols., (2003) reporta en un estudio de 150 pacientes con CO
idiopatica en mestizo-mexicanos, la mutacion N86K, del gen INSL3 que provoca
el cambio de una aspargina por una lisina en el codon 86 y fue localizada en el
exén 2 de uno de los casos indice y su madre. Esta mutacién esta relacionada
con un cambio de un aminoacido polar por un aminoacido basico y esta localizada

en la cadena A de la proteina INSL3. (65)
Tomboc y cols., (2000) utilizando el analisis de SSCP (del inglés single

strand conformation polimorphism) para tamizar las regiones codificantes del gen

INSL3, en 145 muestras de DNA gendmico de pacientes criptorquidicos y 36
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hombres adultos control, identificaron dos mutaciones: la primera mutacion R63X
(cambio de una arginina por un coddon de paro en la posicion 63 que fue
relacionada de una forma patogénica, pues fue detectada en un nifio con
criptorquidia unilateral derecha e historia de hernia inguinal) la segunda mutacion
fue la P93L (cambio de una prolina por una leucina en la posicion 93) detectada
en un bebe de 8 meses de edad con testiculo no palpable, intrabdominal derecho,
asi como se han detectado mutaciones relacionadas con la criptorquidia también
se han identificado polimorfismos (66) (TABLA 2).

Houate y cols., (2007) tienen reportada una frecuencia del 2.72% de
variables alélicas para el INSL3 (C-19G, V18M, R105H) y ninguna en pacientes
sanos. La mutacion V18M en el péptido sefal fue detectado en condicion
herterocigota en un nifio con criptorquidia unilateral y su efecto patogénico
demostré una reducida habilidad para activar el receptor. La variante alélica
R105H la cual se ha localizado en la parte final del péptido C de INSL3 se

encontré en un muchacho con criptorquidia bilateral.(67)

Ferlini y cols., en el 2003 identificO 3 polimorfismos comunes tanto en
sujetos control como en nifios criptorquidicos: L9L (27G-A), en el 3% de los nifios
criptorquidicos. La A60T (178G-A) en 42.5% de nifios con criptorquidia y la L42L
(126 G-A) en el 57 % de nifios criptorquidicos.(68)

Ferlin y cols., (2006) al estudiar a 540 pacientes Italianos describié en el
1.9% de ellos las mutaciones R4H, W69R y R72K. R4H se encontrd en pacientes
con severa hipoespermatogénesis por una delecidon en la regidon A’Fc del
cromosoma Y; y el procesado de la pre-prohormona puede ser afectada por esta
mutacion. Posiblemente la mutacion W69R se asocia a seminoma y puede afectar
el procesado de la hormona y reducir la cantidad de la hormona activa.
Basandose en el fenotipo de pacientes con esta mutacion un papel de R72K se
asocio al seminoma. También describieron las mutaciones P93L, R102C vy
R102H. De estas parece que unicamente la mutacion R102C puede tener un

papel patogénico.(61)
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Bogatcheva y cols., 2003 describen que las mutaciones P49S severamente
reduce la habilidad para activar el LGR8/GREAT. Un residuo de aminoacidos
mutado esta localizado en la Terminal C de la cadena B en una region altamente
conservada del INSL3. La prolina 49 esta en dos residuos del triptofano 51, critico
para la union al receptor (69, 70).

Cabe mencionar que en estos estudios los pacientes controles no

presentaron ninguna de estas mutaciones (61, 66, 69)

TABLA 2. VARIANTES ALELICAS ASOCIADAS A LA CRIPTORQUIDIA
IDIOPATICA

Gen Variantes Efecto de la variante Referencia
candidato
INSL3 P49S BAJAN LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR Y Bogatcheva vy
CAMBIAN LA HABILIDAD DE NSL3 PARA | cols, 2003;
ACTIVAR AL RECEPTOR Tomboc y
cols.,(2000;
P93L Houate y cols.,
R102C 2007;
N110K Ferlin y cols.,
R102H 2006.
C19G Canto y cols,,
V18M 2003
W69R
R73X
R105H
LIL (27G-A)
L42L (126G-A)
A60T
R63X

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION.
¢Existen variantes alélicas de los genes INSL3, de su receptor
Lgr8/GREAT y HOXA 10 que se asocian con la criptorquidia idiopatica en nifios

mexicanos?
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que el gen INSL3, esta involucrado en el desarrollo de
los mecanismos de descenso testicular normal. La expresion del gen INSL3 es
una hormona considerada de gran importancia para la sobrevida de las células
germinales (59, 60). Los niveles séricos estan elevados al nacimiento, en la
adolescencia y la etapa adulta (63, 71), considerandose en la actualidad un
marcador del estado funcional de las células de Leyding (72). Los nifios con
criptorquidia muestran niveles persistentemente bajos de INSL3, comparados con
nifios sanos (63).

Existen reportes de variantes alélicas del gen INSL3, en pacientes con
criptorquidia, sin embargo, la prevalencia de mutaciones ha mostrado gran
variabilidad en diferentes poblaciones, probablemente como resultado de
diferencias étnicas o criterios de seleccion de pacientes. Estos genes no han sido
estudiados ampliamente en poblaciones latinas, incluyendo la mexicana, por lo
que consideramos que analizar y caracterizar las variantes alélicas asociadas a la
criptorquidia nos permitiria entender mejor la fisiopatologia de la enfermedad, su
prondéstico y posiblemente su papel en el desarrollo del cancer testicular y la
infertilidad, asi como el disefio de estrategias de asesoria genética poblacional y

el desarrollo e investigacion de nuevos farmacos para estos padecimientos.

17



6. JUSTIFICACION

En México no se conoce la incidencia de la criptorquidia, no obstante, por
diversos reportes de instituciones nacionales podemos asumir que es similar a
otras poblaciones del mundo. El INEGI reporta 2,000,000 de nacimientos al afio
en nuestro Pais; considerando una incidencia mundial de 0.8%, es probable que
cada afio nazcan 16,000 casos nuevos de criptorquidia en la poblacion mexicana,
lo que constituye una cifra alarmante de una poblacién en riesgo de desarrollar
cancer testicular e infertilidad, asociada en altos porcentajes a esta enfermedad.
En el Instituto Nacional de pediatria se atienden aproximadamente 110 casos por
afio de nifios con criptorquidia, (93 casos de criptorquidia idiopatica), lo que nos
permite contar con una poblacion considerable para efectuar estudios clinicos

como el que aqui se pone a consideracion.
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7. OBJETIVO GENERAL:

Identificar variantes alélicas del gen INSL3, que se asocian con la criptorquidia
idiopética en una muestra de nifios mexicanos, atendidos en el Instituto Nacional

de Pediatria

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Identificar las variantes alélicas: R102C, R105H, R102H del gen INSL3
involucrados con la criptorquidia idiopatica.

2.- Determinar la frecuencia de cada una de las variantes del gen INSL3

asociado a criptorquidia idiopatica y en nifios sanos.

3.-Determinar la asociacién del gen INSL3, (variantes alélicas) y el cuadro
clinico en los pacientes con criptorquidia idiopatica.

4.-Determinar los niveles séricos de INSL3, como medicién indirecta de la

expresion de la proteina.

8 . HIPOTESIS
HipoOtesis alterna: Existe una asociacién entre variantes alélicas del gen
INSL3 y criptorquidia idiopatica.
Hipotesis nula: No hay asociacién entre variantes alélicas del gen INSL3,
con la criptorquidia idiopatica.
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9. CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION.

Disefio del estudio: Transversal.

Clasificacion de acuerdo a los ejes de trabajo: Analitica, transversal,
observacional, prospectivo.

Factibilidad: EIl Instituto Nacional de Pediatria cuenta con la infraestructura
necesaria para la atencion de los pacientes. En esta institucién se atienden 110
pacientes con criptorquidia por afio en promedio (86 casos de criptorquidia
idiopatica). El reclutamiento de los pacientes con criptorquidia, la elaboracion de
la historia clinica, estudios de gabinete programados en el protocolo, la toma de
una muestra de sangre periférica de 5-7 ml para la extraccion de DNA vy los

niveles séricos de INSL3 fue efectuados. Se conto con la infraestructura
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tecnolégica para desarrollar las técnicas de biologia molecular. Y para la
cuantificacion de los niveles séricos de INSL3, nos apoyamos con el

Departamento de Reproduccion del INNSZ.
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10. MATERIAL Y METODOS

Poblacidon objetivo. Se estudiaron nifios mexicanos con edades entre 0y
18 afios de edad, referidos de la consulta externa de los departamentos de
Cirugia general y Urologia, del Instituto Nacional de Pediatria, del periodo
comprendido entre noviembre 2008, a junio del 2010; los pacientes fueron
distribuidos en 2 grupos: El grupo 1, conformado por nifios con criptorquidia
idiopatica uni o bilateral, inguinal (testiculo ubicado en el tercio proximal del canal
inguinal) o abdominal. El grupo 2, (control) nifios mexicanos sanos, sin
criptorquidia ni alteracion genitourinaria o inguinal.
En todos los casos se efectud historia clinica completa, edad al momento del
diagndstico, talla, peso, estado nutricional, arbol genealdgico de 2 generaciones,
estudio molecular del DNA de linfocitos de sangre periférica, determinacién de las

variantes alélicas del gen INSL3, y determinacion sérica del INSL3.

Criterios de Inclusion.
Grupo 1.

1.- Pacientes provenientes de la Republica Mexicana con ascendencia
mexicana minima de 2 generaciones.

2.- Con criptorquidia idiopatica diagnosticada clinicamente por 2 medicos
Urdlogos, tomando como base la ubicacién testiculos: abdominal o en el tercio
proximal del canal inguinal, mediante exploracion fisica pre y trans-quirurgico, asi
como estudio de gabinete: ultrasonido.

3.- Ausencia de alguna otra anormalidad genital que pudiera indicar
alteraciones o ausencia en la produccion de testosterona, dihidrotestosterona y en
la 5 a reductasa. La deficiencia de estas hormonas y su enzima desencadena

genitales ambiguos que pueden ser detectados mediante el examen clinico,
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considerando la presencia de genitales no bien diferenciados, fusiones parciales

del rafe perineoescrotal, hipospadias, micropene. Es decir alteraciones de los

genitales externos que hacen imposible asignar inequivocamente el sexo a un

paciente, pudiendo corresponder a una nifia virilizada, un vardn con virilizacion

incompleta o con mucho menor frecuencia a un hemafroditismo verdadero (73).
4.- Cariotipo 46XY.

Grupo 2.
1.- Pacientes provenientes de la Republica Mexicana con ascendencia
mexicana minima de 2 generaciones.

2.- Pacientes sin criptorquidia ni alteracion genitourinaria o inguinal.

Criterios de Exclusién. Con base a estudios previos de gabinete, cariotipo y
clinicos se excluiran:
Grupo 1.

1.- Pacientes transfundidos.

2.- Con criptorquidia secundaria a procedimientos quirargicos previos

3.- Con testiculo retractil o dudosamente criptorquidico

4.- Con antecedente de cirugia inguinal.

5.- Con sindromes con sindromes asociados a criptorquidia (anexo 1).

Grupo 2.

1.- Pacientes transfundidos.

Muestras Biologicas. El estudio molecular se realizar4a en linfocitos que se
aislaran a partir de 7 ml de sangre periférica, empleando EDTA como

anticoagulante.
Extraccion del DNA. ElI DNA fue extraido a partir de los linfocitos obtenidos de

sangre periférica, utilizando la técnica convencional de fenol-cloroformo 6 KIT de

extraccidon QUIAGEN. Se realizara analisis cuantitativo y cualitativo para verificar
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concentracion de DNA por espectrofotometria y calidad electroforética de

material.

Estudio Molecular.

ANALISIS DE SNPs DEL GEN: INSL3

Identificacion de SNP’s por el método fluorescente de 5 exonucleasa
(TAQMAN®)

Los SNPs o variantes alélicas: R102C, R105H, R102H del gen INSL3,
fueron analizados mediante por el método fluorescente de 5 exonucleasa (la
técnica de TagMan®). Esta técnica se utilizar4 para el andlisis de polimorfismos
con cambios en una base (SNPs). Para cada ensayo de discriminacion alélica se
disefaran 2 sondas especificas marcadas en el extremo 5 con fluorocromos
diferentes, FAM para el alelo 1 y VIC para el alelo 2, ademds ambas sondas
tendran en el extremo 3’ un “quencher” (TAMRA) el cual mientras la sonda
permanece intacta, inhibe la emision de fluorescencia. Durante la reaccion de
PCR los primers hibridan una secuencia especifica del templado de DNA. Si éste
contiene la secuencia polimérfica, la sonda de Tagman también hibrida con su
secuencia homologa. Durante la PCR, la AmpliTaq Gold, que tiene actividad tanto
de DNA polimerasa como de exonucleasa 5°-3’, es capaz de digerir la sonda
marcada durante la amplificacion y liberar el colorante fluorescente de la accion
del “quencher”, de tal manera que dadas las condiciones de astringencia utilizada
durante la reaccién, solo la sonda especifica para el polimorfismo presente seria
capaz de hibridar. Por lo tanto es posible diferenciar un alelo del otro en base al

tipo de fluorescencia emitida (figura 3).
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FIGURA 3. Método de fluorescencia de 5 exonucleasa (TagMan®) para determinacion de

polimorfismos por discriminacion alélica.
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Determinacion sérica de INSL3. Se llevd a cabo mediante KIT's de
radioinmunoanalisis (Phoenix pharmaceuticals Inc., Belmont CA, RK035-27) y
apegado a las instrucciones de los fabricantes en el Departamento de Biologia de
la Reproduccion del Instituto Nacional de Nutricion Salvador Zubiran.La sangre
obtenida se dejara a temperatura ambiente durante 2 hrs y se eliminara el
coagulo. El suero obtenido se centrifugara para eliminar células sanguineas, para
esta técnica requerimos de 100ul de suero por paciente y con el duplicado sera

necesario un total de 200ul, por lo tanto con 1 ml de sangre es suficiente.

Técnica:

1.-Dilucién del buffer del RIA (concentrado) con 150ml de agua destilada. Este
buffer se utilizar4 para reconstituir todos los deméas compuestos en el KIT y
debera ser utilizado para la dilucién de las muestras.

2.- Reconstituir el péptido estandar con 200ul de buffer del RIA, mezclar y
almacenar en hielo.

3.- Reconstituir el anticuerpo con 13ml de RIA-buffer, mezclar y almacenar en
hielo.

4.- Reconstituir las muestras con RIA-Buffer.

5.- Preparar las soluciones del péptido estandar.

6.- Comenzar la reaccion de RIA en tubos de poliestireno agregando el anticuerpo
y el buffer del RIA, y agitar en vortex.

Incubar toda la noche durante 16 a 24 hrs a 4°C.

7.- Reconstituir el péptido 125 con 13ml de RIA buffer y mezclar.

8.-Agregar 100pl de la solucién trazadora en cada tubo y agitar en vortex incubar
todos los tubos de 16 a 24 hrs a 4°C.

9.- Reconstituir el anticuerpo con 13ml de buffer de RIA.

10.- Reconstituir el suero de normal de conejo con 13ml de buffer de RIA.

11.- Adicionar 100ul del anticuerpo a cada tubo.

12,. Adicionar 100ul de suero de conejo normal a cada tubo.

13.- Agitar en vortex e incubar todos los tubos a temperatura ambiente durante 90

minutos.
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14.- Adicionar 500yl de buffer de RIA a cada tubo y agitar en vortex.
16.- Centrifugar todos los tubos a 3000 rpm (1700 x g) durante 20 minutos.
17.- Aspirar el sobrenadante.

18.- Utilizar un contador de gamma para la cuantificacion y calcular los resultados.
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11.. DEFINICIONES.

1.

El término idiopatico se define como la afeccion o enfermedad de la cual se
desconoce su causa (esto no quiere decir que no la tenga, sino que no ha
podido ser identificada).

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

Grupo control: individuos sanos, sin criptorquidia ni alteracion
genitourinaria, inguinal o con cualquier otra patologia referida en los
criterios de exclusion.

Variante alélica o polimorfismo: Cambios genéticos comunes en la
poblacion general, ocurriendo en mas del 1% de la poblacién y que no son
capaces de producir enfermedad.

Paciente mexicano: Nacido en la Republica Mexicana con al menos 2
generaciones (padres y abuelos), igualmente nacidos en México, por rama
paterna y materna.

Genotipificacion: Caracterizacion de ambos alelos de los genes INSL3 ,
Lgr8/GRAT y HOXA10 para posteriormente asociarlos con la criptorquidia

como se describe en la metodologia.
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13. 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
exploracion, se tomo una muestra Unica de 5-10ml de sangre por puncién venosa,
la cual sera realizada bajo principios de asepsia; que es un procedimiento comun

en examenes de diagndstico rutinario.

A los pacientes y familiares se les explico 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
mantendra con estricta confidencialidad. Se debe destacar que la planeacion, el
desarrollo, el manejo de resultados y la interaccion entre investigadores y
pacientes fue con estricto apego a la Declaracién Universal sobre el genoma
humano y los derechos humanos promulgada por la UNESCO.

Los pacientes llenaron una carta de asentimiento y los padres de consentimiento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO

Paciente No. Expediente No., México, D.F.a de de 20_

El Instituto Nacional de Pediatria a través del servicio de Urologia y el Laboratoric Histomorfologia me

han invitado a participar en un estudio experimental cuyo titulo es:
ESTUDIO MOLECULAR DE LA CRIPTORQUIDIA IDIOPATICA EN PACIENTES MEXICANOS

El medico urélogo colaborador de este estudio me ha explicado que:

1) La criptorquidia (CO) es un trastomo que se observa en los recién nacidos cuando uno o ambos
testiculos no descendieron a Iz boisa escrotal. El carécter hereditario de 2 misma en eigunos casos
predispone a otros miembros de la familia a 2 © bien a ser de la
misma con la posibilidad de heredario a otras generacionss. Si no es corregida puede desarrollar

infertilidad y cancer testicular,

2) Se tratz de un estudio clinico experimental cuyo objetivo es conocer aspectos genéticos
i padece mi hijo (a) como son la forma de

con la que
presentacién de la enfermedad.

3) El procedimiento a efectuar solo requisre de Iz obiencién de una sola muestra de 5 & Tml de sangre
periférica del nifio (a), con riesgo minimo ds dafio fisico y nulo de dafic imeversible. El material que se

utilizara es nuevo y y los imi fe como los

utifizados en el

estudio, no tendrén costo aigunc agregado 2 ofros tratamisntos necesarios de mi atencién ¥ prescritos

por otros médicos.
4) En este estudio pariiciparén 258 pacientes y toda la informacién obienida sera confidencial.
§6) Podré abandonar voluntariamente el estudio en cuaiquier momento que yo decida y las muestras

serdn siguiendo los debides, sin que elio repercuta en la atencién que se le
brinde a mi hijo (a) por parte del Instituto Naciona! de Pediatria.

8) En caso de continuar hasta el final en el estudio, y sdlo de ser necesario, se solicitara mi
consentimiento para donar las muestras obtenidas al Instituto, para futuras investigacionss, sin que exista
ningn compromiso de mi parte en ello, ni de! Instituto Nacional de Pediatria, sobre remuneracion de
cualquier tipo a cambio.

&HOJ’A DE ASENTIMIENTO DEL MENOR
(HOJA EN DONDE EL NINO MENCIONA SI ESTA O NO DE ACUERDO CON EL
ESTUDIO) para nifios de 7 a 13 afios de edad.

Investigadores responsables: En el Instituto Nacional de Pediatria: M, en C. Margarita Chévez
Saldafia (Tel: 1084 0900 ext 1453), Dr. Osvaldo Cuevas Alpuche (Tel: 1084 0900 ext. 1272) ante
CONACYT Dra. Rosa Ma. Vigueras Viilasefior (Tel: 1084 0900 ext 1453).

Paciente No.
TITULO: ESTUDIO MOLECULAR DE LA CRIPTORQUIDIA
IDIOPATICA EN PACIENTES MEXICANOS
No. De registro: INP-63/2008, CONACYT. Proyecto 2008-87101
¢PORQUE QUIEREN QUE PARTICIPE EN ESTE PROYECTO?

&PARA QUE VAN A HACER ESTE ESTUDIO?

Este estudio nos puede servir para conocer por que se origina la enfermedad llamada

criptorquidia, que se refiere a cuando uno o los dos testiculos no estén dentro de sus bolsitas del

escroto. Esto no ayudard a conocer en otros estudios si el pacients pusde desarroliar ofras
enfermedades.

2QUE ME VAN A HACER?

Si deseas estar en este estudio, esto es lo que te van 2 hacer:

&¢ME VA A DOLER?

« Cuando te meten la aguja y ponen el tubo de pléstico para tomar sangre se siente
como cuando te entierras algo filoso. Solo duele cuando ponen la aguja. No duele
cuando la sangre sale o después de %s?se saca la aguja.

¢EL ESTUDIO LES COSTARA A MIS PAP,

No.

EME VAN A PAGAR POR ESTAR EN ESTE ESTUDIO?

No.

&CUANDO TENGA DUDAS SOBRE EL ESTUDIO A QUIEN LE PREGUNTO?

Le puedes preguntar a cualquiera de los doctores responsables del proyecto que te atienden o 2
los mismos doctores a los teléfonos que aparecen en la primera hoja.

¢SI NO PARTICIPO EN EL ESTUDIO SE ENOJARAN CONMIGO O YA NO ME QUERRAN
ATENDER?

No tienes que estar en este estudio si no lo deseas. Nadie s va 2 enojar contigo si no quieres
estar en este estudio. Tu doctor seguiré atendiéndote. Puedes dedr que sf ahora y después decir
que no. No hay problema si cambias de opinién.

DECLARACION DEL NINO (A)

El medico urélogo colaborador de este estudio me ha solicitado autorizacién parz tomarme un2
muestra de sangre o células de la mucosa orzl (boca) con un cepillo, sin causar dolor ni molestia
alguna, para estudiar aspectos importantes a nivel genético relacionades con l2 criptorguidia que
es una enfermedad en donde uno o ambos testiculos no descendieron 2 Iz boisitz del escroto.
Hice preguntas y respondieron a todas. Me dijeron que puedo hacer preguntas cuando guiera y
puedo dejar de estar en el estudio en cualquier momento. Voy  racibir una copla de esta forma
de aceptacién firmada.

7) Tengo derecho a solicitar cualquier tipo de informacién necesaria, a comentar dudas o aciaraciones
relacionadas con el estudio con el Dr. Juan Osvaido Cuevas Alpuche, investigador colaborador de este

proyecto.
Declaro que he leido y ia hoja de
a entera satit ién mis ¥ que acepto

Nombre del (ia) menor

Nombre y firma de ia madre

Nombre y firma del padre

que se me han aclarado las dudas y
participar en el estudio.

Nombre y firna del investigador responsable

ORIGINAL PARA ARCHIVO

Con esta Informacién yo he decidido:
Voy a estar en el estudio.
No quiero estar en el estudio.
Por favor firma con tu nombre aqui:

Nombre del padente en letra de moide Fecha (dd-mm-aaaa)

Fecha de nacimiento y edad del paciente

PERSONAL DEL ESTUDIO

Nombre de la persona que obtiene |2 aceptacién en letra de moide

Firma de la persona que obtiene la aceptadén Fecha (dd-mm-2aaa)
DECLARACION DE LOS TESTIGOS (gbligatoria la firma de 2 testigos)

La en esta forma de Informado se explicé al paciente, el progenitor o
tutor de! paciente, quienes al parecer la i

Firma d&l primer testigo Fecha (dd-mm-aaaa)
Nombre del primer testigo Relacién con el paciente

Domicilio del primer testigo
Firma del segundo testigo Fecha (dd-mm-aaaa)
Nombre del segundo testigo Relacién con & paclente
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14. RESULTADOS

Un total de 162 individuos pediatricos fueron incluidos en el estudio, N=75

criptorquidicos idiopaticos y N=87 controles sanos, no criptorquidicos.

En el andlisis de discriminacion alélicas de las variantes analizas, todos los
individuos resultaron homocigotos para el alelo normal o ancestral, ninguno
presentd el alelo alterado o de riesgo de las variantes estudiadas: R102C,
R105H, R102H del gen INSL3.

La comparacion de medias, de la cuantificaciéon sérica de INSL3 en los
pacientes criptorquidicos idiopéaticos vs grupo control, no criptorquidicos, fue
factible realizarla en 47 pacientes (41 pacientes mayores de 8 afos, y 6 pacientes
menores de 8 afos); los resultados fueron analizados con t-student y mostraron

significancia estadistica en pacientes mayores de 8 afios (p=0.044). (Tabla 3y 4)

TABLA No. 3.Cuantificacion sérica de INSL3. Sélo mayores de 8 afios.

Prueba T.
GRUPO N INSL3 /MEDIA P | DEC 95%
CRIPTORQUIDIA 21 306.16 +261.86 0.044 -491.40; -6.83
NO CRIPTORQUIDIA 20 555.28 + 464.66

TABLA No. 4, Cuantificacion sérica de INSL3. S6lo menores de 8 afos. Prueba

T.
GRUPO N INSL3 /MEDIA P | DE C 95%
CRIPTORQUIDIA 2 19.699+0.4249 0.211 -94.6584; 31.68
NO CRIPTORQUIDIA 4 51.185+39.70
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Asi mismo comparamos los resultados de las medias de los niveles séricos
de INSL3 en pacientes criptorquidicos vs no criptorquidicos (mayores de 8 afios)
con los reportados por la literatura en pacientes no criptorquidicos (9.5-17.5 afios)

(74). (TABLA 5)

TABLA 5: CUANTIFICACION DE INSL3: CLASIFICACION TANNER

PACIENTES CON CRIPTORQUIDIA MAYORES

DE 8 ANOS
Estadio INSL3
Tanner (pg/ml) Rangos

23.206-
tanner | 111.830643 246.2675
Tanner |l  247.854167 14.87-699.47

Tanner llI 450.581  207.95-887.02
Tanner IV 602.51 481.6-723.42
Tanner IV 701.525 701.525

n= 21 pacientes

PACIENTES CONTROLES (SIN
CRIPTORQUIDIA) MAYORES DE 8 ANOS

Estadio INSL3

Tanner (pg/ml) Rangos
Tanner | 59.5975 32.961-86.234
Tanner Il 225.874571 12.43-484.99
Tanner llI 648.195 204.165-1280
Tanner IV 924.164 549.51- 1280
Tanner V 946.63 453.59-1280

n= 20 pacientes

PACIENTES MASCULINOS SANOS 9.5-17.5
ANOS. Ferlin y col (73)

Estadio INSL3

Tanner (pg/ml) Rangos
Tanner | 151.1 103-198
Tanner Il 392 306-437
Tanner lll 810 743-928
Tanner IV 1100 855-1500
Tanner V 1340 1001-1458

n=75

pacientes
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15. DISCUSION.

La poblacion mexicana mestiza es considerada una poblacion
heterogénea, con una estructura genética compleja donde los genes nativo
americanos representan el 51%, los genes europeos el 45.4% y los genes
africanos el 3.7%, esto se ve reflejado en el gran espectro de variantes alélicas en
determinados padecimientos monogenicos, por supuesto que en el caso de
padecimientos como la criptorquidia, considerada una entidad multifactorial la
distribucion de frecuencias de ciertas alteraciones génicas puede verse reflejada
con una diferencia significativa, como lo muestran diversos estudios moleculares
en diferentes poblaciones tratando, en primera instancia de identificar variantes
alélicas en diversos genes, para asi mismo correlacionarlas con un fenotipo

especifico, la criptorquidia.

En el caso del presente estudio se analizaron tres diferentes alteraciones o
SNPs en el gen INSL3: R102C, R105H, R102H y en ninguno de los dos grupos
pediatricos de estudio (pacientes y controles) detectamos el alelo alterado o de
riesgo para este padecimiento, lo cual podria atribuirse al tamafio de muestra, que
hasta el momento puede considerarse todavia bajo y por otro lado al tipo de
alteraciones que podria mostrar una poblacién como la nuestra, con una alta
heterogeneidad genética, y que posiblemente presente alteraciones distintas a las
otras poblaciones estudiadas. (61, 65, 66, 67, 68, 69, 70)

Ferlin y cols 2006, en un estudio de 967 pacientes italianos se detectaron
seis mutaciones del gen INSL3, tres mutaciones conocidas previamente (P93L,
R102C y R102 H) y tres mutaciones nuevas (R4H, W69R, y R72K), en 18
pacientes (1.9%) asociadas a sindrome de disgenesia testicular (criptorquidismo,
hipoespermatogenesis, azoospermia, cancer testicular). Observando que las
mutaciones R102C y R102H analizadas en este estudio se detectaron en un
0.62% (6/967). Los seis pacientes con diagnostico clinico de criptorquidia
idiopatica. Ambas mutaciones describen un cambio de una arginina en la posicion
102 de la proteina por una citocina y una histidina respectivamente. La arginina es
el cuarto aminoacido antes del péptido C; estudios en bovinos sugieren un rol

critico de este sitio para el procesamiento de la proteina, el cual esta localizado
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cerca de la hendidura de la endopeptidasa (sitio entre el péptido C y la cadena A)
(figura 3), y es posible que un cambio en la secuencia de aminoéacidos alrededor
de esta hendidura pueda alterar el procesamiento del péptido C y que este no
pueda ser suprimido posteriormente, con su concordante trastorno funcional
(expresion proteica) que es reduccion en la activacion del receptor de INSL3
(LGR8)(61).

Por otro lado en relacion a la variante R105H, Houate y cols en el 2007,
reportaron tres nuevas mutaciones en el gen INSL3 (19G, V18M, y R105H)
asociadas a criptorquidia, en una poblacion marroqui de 184 pacientes con
sindrome de disgenesia testicular (criptorquidia, hipospadias, y micropene). Las
mutaciones fueron analizadas secuenciacion directa y andlisis con enzimas de
restricciébn. Observando una frecuencia para las tres mutaciones estudiadas de
(2.75%), lo cual refleja un indice elevado para la mutacion R105H que en nuestra
poblacién no fue detectada y por tanto podemos inferir que nuestra poblacion
estudiada muestra una variabilidad genética distinta a la de otras poblaciones,
ademas su estudio incluyé una poblacion de pacientes con alteraciones genitales
y no fue un grupo Unico de pacientes con criptorquidia idiopatica, como en el caso

de nuestro estudio (67).

Por lo anterior es necesario implementar metodologias que nos ayuden a la
bdsqueda o tamizaje de mutaciones desconocidas o poco frecuentes en nuestra
poblacion. En el caso del gen INSL3, que es considerado uno de los genes mas
pequefios con 12,000 pb puede realizarse secuenciacibn automatica,
primeramente de las regiones codificantes, en los 2 exones que conforman este

gen y posteriormente en las regiones intronicas.

Por otro lado en este estudio pudimos comprobar que existe asociacion
entre la disminucién de los niveles de INSL3 en pacientes con criptorquidia
probablemente como indicador directo del funcionamiento de células de Leydig, lo
cual fue significativo estadisticamente en nuestros pacientes criptorquidicos
mayores de 8 afios de edad. Los cambios en los niveles séricos de INSL3
normales medidos en pacientes no criptorquidicos puberales ya se habian

determinado en otros estudios demostrando un incremento progresivo durante la
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pubertad que dependia de la accién de LH (hormona luteinizante), en las células
de Leydig (74); sin embargo no existia evidencia de que los niveles de INSL3,
sean comparablemente bajos respecto a los pacientes controles (no
criptorquidicos) lo que apoya a que los niveles séricos de INSL3 puedan ser
determinados en pacientes criptorquidicos como parte de su abordaje clinico y
con ello evaluar el funcionamiento de las células de Leydig de una manera
indirecta y por tanto el prondstico en funcion de fertilidad (75). Se ha sugerido que
durante el desarrollo puberal y en la edad adulta los niveles de testosterona y de
INSL3 proporcionan diferente informacion del estado de las células de Leydig. La
testosterona refleja la actividad esteroidogénica que es sensible a la elevacion
aguda de LH, considerando que INSL3 no responde a la estimulacion aguda de la
esteroidogenesis, refleja mejor el estado de diferenciacion de las células de
Leydig. Esto concuerda con encontrar en el adulto solamente testosterona y no
secrecion de INSL3 en respuesta a la LH en el tratamiento con Gonadotropina
Corionica humana (hCG). Estos datos apoyan fuertemente a que INSL3 es un
marcador mas sensible del estado de diferenciacidon de las células de Leydig que
la testosterona (74). Y podria convertirse en un marcador del estado funcional
testicular que sirva para decidir tratamiento quirdrgico en pacientes en los cuales
la correccion de criptorquidia es realizada tardiamente (orquidopexia vs

orquiectomia).

Correcciones tempranas quirlrgicas pueden hacer que el dafio a las
células: espematogonias sea reversible, evitando consecuente problemas de
infertilidad.

Asi mismo, caracterizar las variantes alélicas en estos genes asociados a
esta patologia en nuestros pacientes pensando en alguna mutacion de aparicion
epidemioldgica, permitiria entender mejor la fisiopatologia de la criptorquidia y
probablemente del cancer testicular, asi como, disefiar y establecer en un futuro,
nuevas estrategias de tratamiento individualizado con base en el genotipo de

cada paciente con estos padecimientos.
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Anexo I. SINDROMES EN LOS QUE SE PRESENTA CRIPTORQUIDIA

PEPTIDO RELACIONADO CON EL GEN DE LA CALCITONINA Y EL NERVIO GENITOFEMORAL

ANENCEFALIA

ENDOCRINO

LABIO LEPORINO Y PALADAR HENDIDO

ENDOCRINO

HIPOGONADISMO HIPOGONADOTROFICO

SIND. DE INSENSIBILIDAD A ANDROGENOS

CRIPTOFTALMOS

SUSRT. RECESIVO

DABOWITZ

SUST. RECESIVO

HIPOPITUITARISMO ENDOCRINO
SIND. DE KALLMAN ENDOCRINO
SIND. DE PERSISTENCIA DE CONDUCTOS MULLERIANOS

LOWE (OCULO CEREBRORENAL) LIGADO A X
MECKEL-AMBAR SUST. RECESIVO
SIND. DE NOONAN ESPORADICO
SIND. DE OPTIZ OPTIZ AUT. DOMINANTE
APLARIA-LUPOPLANI PITUITARIA ENDOCRINO
PRADER WILLI ESPORADICO
PRUNE BELLY ANOMALIAS
ROBERTS OBERTS SUST. RECESIVO
RUBINSTEIN-TAYBI ESPORADICO
DISPLASIA OPTICA-REPTICA ENDOCRINO
SMITH-SEMLI-OPITZ SUS. RECESIVO
DEFECTOS ENZIMATICOS TESTICULARES ENDOCRINO
TRIPLOIDIAS AUTOSOMICO
TRISOMIA 13 AUTOSOMICO
TRISOMIA 18 (EDWARDS) AUTOSOMICO
WOLF-HIRSCHHOM) 4P AUTOSOMICO
DEF. DE 5 ALFA REDUCTASA ENDOCRINO

3Q AUTOSOMICO
18Q AUTOSOMICO
NEVO DE CELULAR BARALES SUS. DOMINANTE
SIND. DE BECKWITH-WIEDEMANN ESPORADICO
COFFIN-SIRIS ESPORADICO

ENANISMO DISTROFICO

SUST. RECESIVO

ELLIS-VAN-CREVELD

SUST. RECESIVO

DISTROFIA DE VEJIGA-CLOACA

SUST. RECESIVO

PANCITOPENIA DE FANCONI

SUST. RECESIVO

HIPOPLACIA FEMORAL ESPORADICO
HIDANTONIA FETAL ADQUIRIDA
FRASER SUST. RECESIVO
HIPOPLASIA PONTEMETAFISIONO GORLIN ESPORADICO
HALLERMAN-STERIFF ESPORADICO
KLINEFELTER Y VARIANTES ESPORADICO

MEMBRANA PONITEA

SUST. DOMINANTE

ROBINON SUST. RECESIVO
RUBEOLA ADQUIRIDO
SAETHRE-CHOTZEN SUST. DOMINANTE
SECKEL SUST. RECESIVO

DISTROFIA MICOTICA STEINERT

SUST. DOMINANTE

TREACHER-COLLIUS

SUST. DOMINANTE

TRISOMA 8 AUTOSOMICO
TRISOMA 21 (SIND. DOWN) AUTOSOMICO
XYYy ESPORADICO
CEREBRO HEPATORENAL SUST. RECESIVO
5P (CRI-DU-CHA) AUTOSOMICO
21Q AUTOSOMICO
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