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3.0 RESUMEN DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION

3.1 Planteamiento del Problema

El tumor testicular, patologia que afecta predominantemente a jovenes entre la
segunda y tercera décadas de la vida, cuenta con multiples marcadores séricos como
la gonadotropina beta coridnica humana, la alfafetoproteina y la deshidrogenasa
lactica; sin embargo se expresan una vez la enfermedad ha mostrado datos clinicos.
Los antigenos testiculares se expresan de forma temprana en células malignas
totipotenciales, dentro de los cuales se encuentra el cancer testicular. De existir
marcadores tempranos, antes que la enfermedad se muestre clinicamente podriamos
abordar a pacientes de forma oportuna. Y al servir éstos como dianas de terapéutica
focal se podria evitar la toxicidad asociada a quimioterapéuticos actuales. Encontrar
diferencias cuantitativas de los niveles de antigenos testiculares en las diversas
variedades histoldgicas nos ayudaria a discriminar entre ellas y ofrecer un tratamiento e
incluso pronéstico personalizado.

¢La expresién cuantitativa de MAGE A4 y SSX1 en sangre periférica y tejido testicular
difiere entre las diversas variantes histoldgicas del cancer testicular?

3.2 Objetivo primario del estudio

Correlacionar niveles cuantitativos de MAGE A4 y SSX1 en tejido testicular y sangre
periférica de pacientes con las diversas variedades histologicas del tumor testicular

3.3 Hipotesis

De existir diferencia en la expresion cuantitativa de antigenos testiculares en plasma y
tejido testicular entre las variantes histoldégicas de cancer testicular, entonces su
determinacién ayudara a generar puntos de corte para hacer un diagnéstico oportuno
de cancer testicular y su estirpe histologica.

3.4 Metodologia

a) Procesamiento de muestra de sangre periférica

Se recolectaron aproximadamente 4mL de sangre periférica de cada paciente. La
muestra fue diluida en una proporcion 1:1 en solucion de lisis de eritrocitos (solucion
hipertonica) con el fin de aislar los leucocitos totales de la muestra. Una vez
homogenizada e incubada a 4°C durante 8 minutos, la muestra fue centrifugada a



2500rpm durante 5 minutos. El pellet resultante de la centrifugacion fue lavado en PBS
(solucién buffer de fosfatos) y dispuesto en microtubos de 1.5mL. En cada uno de los
tubos se agreg6 un volumen equivalente a 1x106 células y se centrifugaron a 2500rpm
durante 5 minutos. Los botones celulares obtenidos de esta centrifugacion fueron
resuspendidos en 500uL de Trizol® y almacenados a -80°C hasta ser utilizados.

b) Procesamiento de muestra de tejido testicular tumoral

El tejido testicular obtenido fue seccionado en porciones de aproximadamente 5mm y
disgregado en Trizol® a 4°C mediante un disruptor de tejidos (TissueRuptor ,
Quiagen®). El tejido disgregado fue dispuesto en volimenes de 500uL en microtubos
de 1.5mL e inmediatamente congelado a -80°C hasta ser utilizado.

c) Extraccion de RNA

La metodologia descrita a continuacion se realizé a 4°C y fue la misma tanto para tejido
testicular como para sangre periférica. A los 500uL de lisado celular en Trizol, se les
agregaron 200uL de cloroformo grado biologia molecular y se homogenizé la solucion
en vortex. Una vez homogenizada, la solucion fue incubada durante 10 minutos y
posteriormente centrifugada a 12,000rpm durante 15 minutos. De esta centrifugacion
se obtuvieron 2 fases: una fase organica (fondo del tubo), que contenia proteinas,
detritos celulares y DNA; y una fase acuosa (porcion superior), en donde se encontraba
solubilizado el RNA total. Esta fase acuosa fue cuidadosamente extraida y transferida a
un nuevo tubo al cual se le agregd 1mL de etanol absoluto grado biologia molecular y
se homogeniz6 completamente. La solucién fue incubada durante 1 noche a -20°C.
Posterior a la incubacion, se realizdé una ultracentrifugacion a 12,000rpm durante 15
minutos, teniendo como resultado un pellet de RNA total al fondo del tubo. Este pellet
fue lavado con etanol al 75% y centrifugado de nuevo, a 8,000rpm por 8 minutos. El
RNA después fue resuspendido en agua libre de nucleasas (NFW) e incubado a 70°C
durante 10 minutos con la finalidad de alinear la cadena de RNA. Una vez alineado, se
realizd una cuantificacion en espectrofotometro UV-visible y se verifico la integridad del
RNA mediante una electroforesis en gel de agarosa. Posterior a la verificacion se
procedio a realizar la sintesis de DNA complementario (CDNA).

d) Sintesis de cDNA

Un volumen equivalente a 2ug de RNA total fue transferido a un microtubo de 0.6mL.
Se agregdé 1uL de Oligo dT y agua inyectable c.b.p. 11uL de volumen total. Esta
solucion fue homogenizada e incubada a 70°C durante 10 minutos. Posteriormente se
anadieron 5uL de buffer 5X (250mM Tris-HCL, 500mM KCI, 25mM MgCl2, 10mM DTT,
pH=8.4), 3 pyL de solucion de dNTP 10uM y 1uL de enzima transcriptasa reversa
MMLV (200u/pL). De igual manera, esta solucién fue homogenizada con micropipeta y
se incubo a 37°C durante 50 minutos. Pasado este tiempo, se realiz6 otra incubacion a
70°C durante 10 minutos para inactivar la enzima. La sintesis de cDNA fue verificada
mediante una PCR en punto final de los genes constitutivos beta 2-microglobulina
(B2MG) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).



e) qRT-PCR de los genes ATC

Se realiz6 la amplificacion y cuantificacion de los genes MAGE-A4 y SSX-1 mediante
ensayos de PCR en tiempo real en un equipo StepOne™ (Applied Biosystems)
empleando la metodologia SYBR Green® (Applied Biosystems). Las reacciones se
realizaron a 20uL totales, empleando 1.5uL de cDNA, 10uL de SYBR Green® Master
Mix, 0.4uL de oligos cebadores para el caso de SSX1 y 0.7uL de oligos cebadores para
el caso de MAGEA4, y agua libre de nucleasas c.b.p. un volumen de 20uL totales. Se
empled un perfil térmico de: 95°C durante 10 minutos para activar a la polimerasa, 40
ciclos de 95°C/30 segundos, 60°C/1 minuto, 72°C/45 segundos, en los cuales se dio la
amplificacion; y 4°C durante 10 minutos.

Para la cuantificacion relativa se emple6 un método AACT, utilizandose la linea celular
K562 (eritroleucemia) como control de referencia y el gen GAPDH como gen enddgeno.

Oligo Secuencia Longitud del producto
MAGE A4 Forward GAGCAGACAGGCCAACCG 446pb
MAGE A4 Reverse AAGGACTCTGCGTCAGGC

SSX1 Forward AAGCCAGCAGAGGAGGAAAA 97pb
SSX1 Reverse TATTTGCTTTTCCTGGGGGG

3.5 Resultados

Dentro de nuestro universo de trabajo, se seleccionaron 22 pacientes con diagndstico
histopatolégico de cancer testicular, con un rango de edad que comprende desde los
18 a los 54 afos de edad, una media de 29 afios, una mediana de 25 afios. Ubicando a
los pacientes por decadas de la vida, la mayor parte de nuestris pacientes se
encuentran en la tercera decada de la vida comprendiendo un total de 9/22 pacientes
(40.9%).

EDAD DE LOS PACIENTES EDAD POR RECUENTO DE
Media 29 afios DECADAS PACIENTES
Mediana 25 afios Menor o igual a 6
Minimo 18 aafios 20 afnos
Maxima 54 afios De 21 a 30 afos 9

De 31 a 40 afos 5

De 41 a 50 afos 1

De 51 a 60 afios 1

Respecto al diagndstico histopatolégico la mayor correspondieron al diagndstico de
seminoma clasico, un total de 11/22 pacientes (50%). Asi mismo la mayoria de
nuestros pacientes no presentd metastasis en otros sitios, Unicamente 1 de los 22
(4.5%) pacientes mostro metastasis en pulmon, y 15 pacientes de los 22 no mostraron
metastasis ganglionares (68.18%). El estadio clinico mas frecuente es IB con un total
de 8 pacientes (36.36%) seguido del IA con 7 pacientes (31.81%).




DIAGNOSTICO RECUENTO DE Estadio clinico Recuento de

HISTOPATOLOGICO PACIENTES pacientes
Seminoma 11
1A 7
Mixto 10
Teratoma 1 B 8
1B 2
lC 2
lnc 3

Recuento de pacientes

Radiografia de torax Sin metéastasis pulmonar 21
Con metastasis pulmonar 1
Tomografia axial computada Sin evidencia de 15
de abdomen y pelvis metastasis
(NO)
Ganglios menores de 2 3
cm (N1)
Ganglios mayores de 2 4
cm

Menores de 5 cm (N2)
Ganglios mayores de 5 0
cm (N3)




Para determinar la expresion de antigenos testiculares, MAGE A4 y SSX1 tanto en
tejido como en sangre periférica de pacientes con diagnéstico de cancer testicular
confirmado por histopatologia, se utilizo la prueba estadistica de Chi cuadrada, con un
alfa de 0.05, encontrando una pobre expresion de los mismos si se toma en cuenta
todas las esitirpes histopatoldgicas, sin signifancia estadistica (p=0.59 para sangre
periférica y p= 0.24 para tejido testicular); Aunque se puede ver una clara tendencia de
expresion en aquellos pacientes con seminoma puro como diagndstico. En el caso del
gen SSX1 se realizaron puntos de corte de 0.5, determinando como sin expresion a
aquellos pacientes que mostraron en sangre periférica <0.5 y con expresion a aquellos
pacientes donde la determinacion del gen se encontré por encima de dicho punto de
corte. En la contraparte de expresion del mismo gen en tejido se categorizd en tres
grupos distintos, sin expresion, expresion de 0.1 a 05 y mayor de 0.5

Diagnostico SSX1SpCAT SSX1tejCAT

HIStopatOIOQICO Sin Exp > 0.5 Sin expresion 0.1-05 Exp>0.5
expresion

seminoma 10 1 1 3 7

mixto 10 0 5 1 4

teratoma 1 0 0 0 1

carcinoma 0 0 0 0 0

embrionario

coriocarcinoma 0 0 0 0 0

saco vitelino 0 0 0 0 0

quiste eidermoide 0 0 0 0 0

atrofia 0 0 0 0 0

neoplasia 0 0 0 0 0

intraepitelial de

células germinal

orquiepididimitis 0 0 0 0 0
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En cuanto a la expresion de MAGE A4 se realizaron 3 puntos de corte tanto
para sangre periférica como para tejido. Siendo en los primeros los puntos de
corte de sin expresion, de 0.1 a 0.5 y expresion de mas de 0.5. Aunque se
muestra que en los pacientes con expresion de > 0.5 pertenecen Unicamente
aeminoma, no existe una diferencia estadisticamente significativa. Para la
expresion del gen en tejido testicular se tomaron los mismos puntos de corte,
practicamente sin mostrar diferencias significativas entre las variantes

histoldgicas.
_Diagnést,icp MAGEA4spCAT MAGEA4tejCAT
Hlstopatologlco Sin 0.1-05 exp > Sin 0.1-05 exp >
expresion 0.5 expresion 0.5
Recuento Recuent Recuent Recuento Recuent Recuent
0 0 0 0
seminoma 9 0 2 4 4 3
mixto 9 1 0 5 3 2
teratoma 1 0 0 0 1 0
carcinoma embrionario 0 0 0 0 0 0
coriocarcinoma 0 0 0 0 0 0
saco vitelino 0 0 0 0 0 0
quiste eidermoide 0 0 0 0 0 0
atrofia 0 0 0 0 0 0
neoplasia intraepitelial 0 0 0 0 0 0
de células germinal
orquiepididimitis 0 0 0 0 0 0

Palabras clave: antigenos, cancer, testiculo
4.0 DESARROLLO DEL PROYECTO

4.1 antecedentes

El cancer de testiculo representa el 1 al 2% de las neoplasias en el hombre en
Estados Unidos, con una incidencia de 5 casos por cada 100,000 habitantes.
En Estados Unidos el cancer de testiculo es la neoplasia mas frecuente entre
hombres de 20 a 40 afios de edad y la segunda mas frecuente después de
leucemia en hombres de 15-19 afos de edad. Aproximadamente 95% de ellos
pertenecen a tumores de células germinales A partir de la terapia a base de
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cisplatino se aumento la sobrevida libre de enfermedad del 80-90% incluso con
enfermedad metastasica. (1)

En México se registra un aproximado de 110 mil casos nuevos de cancer
registrados por afio, y ocupan el tercer lugar en la lista de las principales
causas de muerte en el pais. En el grupo de varones de 25 a 34 afos, la
leucemia (18.7%) y el tumor maligno de testiculo (13.3%) ocasionan 32 de
cada 100 decesos. (3)

EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA

La incidencia de cancer testicular varia dependiendo de la zona geografica.
Siendo mayor en los paises de Escandinavia, Alemania, Suiza y Nueva
Zelandia, y parece estar aumentando a nivel mundial, esto probablemente
consecuencia de la prevenciéon y a los métodos diagnosticos. Actualmente el
seminoma localizado es la variante mas frecuente a la presentacion,
representando aproximadamente 50% de los hombres con tumores de células
germinales. (3)

Existen cuatro factores de riesgo bien establecidos: criptorquidia, historia
familiar de cancer de testiculo, historia personal de cancer de testiculo y
neoplasia germinal intratubular. Hombres con criptorquidia tienen cuatro a seis
veces mas probabilidad de padecer cancer de testiculo. (4) El testiculo
contralateral también guarda ligero incremento de padecer cancer de testiculo,
con un riesgo relativo de 1.74. (5) Hombres con cancer testicular tienen 12
veces mas probabilidad de padecer cancer de células germinales en el
testiculo contralateral, esto se traduce en 2% de incidencia en 15 afios. La
neoplasia germinal intratubular también llamada carcinoma in situ se encuentra
en el 80-90% de los casos de tumores germinales invasores en el parénquima
adyacente. (6)

La carcinogénesis de los tumores germinales de testiculo no es del todo
comprendido. Se desarrollan de una lesion premaligna llamada neoplasia
germinal intratubular o carcinoma in situ. Esta deriva de la falla en la
diferenciacion a espermatogonia. Se han identificado polimorfismos especificos
relacionados a cancer de testiculo, como el ligando c- KIT. Las células
primitivas dependen de su produccion proteica para sobrevivir, este gen se
encuentra en el cromosoma 12. Se ha visto que aproximadamente el 70% de
los tumores germinales tiene un isocromosoma 12p. (7)

Una de las caracteristicas mas importantes en los tumores germinales es la
sensibilidad a la quimioterapia a base de cisplatino. La cual dictamina la cura a
la mayoria de los pacientes incluso con enfermedad avanzada. Se cree que
esta respuesta es debida a la apoptosis dada por dafio al ADN. La proteina p53
es la encargada de regular el ciclo celular. Esta se encuentra aumentada en los
tumores germinales, por otro lado la proteina BCL2, una proteina
antiapoptotica se encuentra disminuida en los tumores germinales. Otros genes
también se han visto implicados en el proceso de apoptosis, como el FASLG,
TNFSF10, BAX. (8)
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CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA
Clasificacion Histoldgica de los tumores testiculares (9)
1. Tumores de Células Germinales

¢ Neoplasia Intratubular de células germinales
e Seminoma
e Seminoma Espermatocitico
e Carcinoma Embrionario
e Tumor de Saco Vitelino
e Coriocarcinoma
e Teratoma Maduro e Inmaduro
e Tumor Germinal Mixto (Tumores con mas de un estirpe
histoldgica)
2. Tumores de Cordones Sexuales
e Tumor de Células de Leydig
Tumor Maligno de Células de Leydig
e Tumor de Células de Sertoli
o Variante rica en lipidos
o Esclerosante
o Células grandes calcificadas
e Tumor Maligno de Células de Sertoli
e Tumor de Células de la Granulosa
o Tipo Adulto
o Tipo Juvenil
e Tumores del Tecoma/Fibroma
e Tumores que contienen células germinales y de cordones
sexuales
o Gonadoblastoma
3. Tumores Miscelaneos de Testiculo
e Tumor Carcinoide
Tumores de epitelio Ovarico
Nefroblastoma
Paraganglioma
4. Tumores Hematopoyéticos
5. Tumores de Estructuras Paratesticulares
e Tumor Adenomatoide
e Mesotelioma Benigno y Maligno
e Adenocarcinoma del Epididimo
e Cistadenoma Papilar del Epididimo
e Tumor Neuroectodermico Melanocitico
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DIAGNOSTICO

Los tumores testiculares se presentan habitualmente en la tercera o cuarta
década de la vida. La presentacibn mas frecuente es una masa testicular
indolora. Las metastasis regionales o a distancia se encuentran presente en
aproximadamente dos tercios de los tumores germinales no seminomatosos y
el 15% de los tumores germinales seminomatosos. Masas retroperitoneales
pueden causar masa palpable, dolor abdominal o dolor en fosa renal
secundario a uropatia obstructiva. También se pueden presentar con dolor
lumbar secundario a involucro del musculo psoas o a las raices nerviosas. Las
metastasis pulmonares se pueden presentar como disnea, tos, dolor precordial
o hemoptsis.

Una masa intratesticular debe ser considerada tumoral hasta no demostrar lo
contrario y debe ser evaluada con ultrasonido escrotal.

En hombres cuyo se presentan con una masas testicular, hidrocele o
sintomatologia escrotal se debe realizar un ultrasonido escrotal. Su sensibilidad
es de practicamente 100%. (10)

MARCADORES TUMORALES

Entre ellos se encuentran la alfa feto proteina, hormona gonadotropina
coridnica y la deshidrogenasa lactica. Su medicién es imprescindible para el
diagnéstico, pronostico, tratamiento y monitoreo postquirurgico.

Alfa Feto Proteina

La alfa feto proteina (AFP) es una glucoproteina de 70,000 Kd generalmente se
produce en el higado, saco vitelino y el tracto gastrointestinal del feto. Su
concentracion después del nacimiento solo se encuentra en concentraciones
bajas. En los tumores testiculares, puede producirse por el carcinoma
embrionario puro, los tumores del saco vitelino o por tumores combinados. La
semivida de este marcador es de 5-7 dias, por lo que puede utilizarse para
apreciar la respuesta a los tratamientos. También se puede elevar en pacientes
con carcinoma hepatocelular, cancer de estomago, pancreas y pulmon. Los
valores normales son de 0-10ng/ml. (2)

Hormona Gonadotropina Coriénica

La hormona gonadotropina coridnica (HCG) es una glucoproteina de 38,000 kD
constituida por dos cadenas: alfa y beta. Se producen en condiciones normales
por tejido trofoblastico. La vida media es de 24-36 horas. Los niveles de la
hormona gonadotropina coriénica se encuentran elevados del 20-40% en
etapas clinicas tempranas en tumores no seminomatosos y hasta el 60% en
tumores en etapas clinicas avanzados. Aproximadamente el 15% de seminoma
pueden presentar elevacion de esta hormona. Esta presente en pacientes con
coriocarcinoma y en el 60% de los pacientes con carcinoma embrionario. Los
valores normales son de < 5mlU/mL. Un aumento de la HCG también puede
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encontrarse en otros tipos de cancer (higado, pancreas, estomago, pulmon,
mama). (2)

Deshidrogenasa Lactica

Las deshidrogenasas lactica (LDH) son unas enzimas celulares ubicuas con
peso molecular de 134.000 D, con una concentracién especialmente elevada
en el masculo liso, cardiaco y esquelético, en el higado, el rifidn y el cerebro.
Se trata de un marcador de volumen tumoral que aparece elevado en el 70%
de los pacientes con un seminoma.

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

Orientan sobre la naturaleza histolégica del tumor, la AFP hacia un tumor no
seminomatoso, una normalizacién de la b-HCG tras la orquiectomia radical es
un elemento indicativo de seminoma puro. En la evaluacién de una respuesta
terapéutica después de un tratamiento eficaz, los marcadores deben ser
negativos.

La velocidad de normalizacién de la cifra del marcador tras el tratamiento es
considerado como factor prondstico ya que dicha velocidad estad en relacion
directa con la carga tumoral previa y con la viabilidad del tumor. La persistencia
de un marcador elevado tras el tratamiento implica respuesta incompleta. De la
misma manera la recidiva bioquimica puede preceder a la recidiva clinica o
radiolégica, con lo que se puede instaurar el tratamiento antes de que la
recidiva sea sintomatica, cuando la carga tumoral es minima.

ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER (ATC)

Los antigenos testiculares de cancer son moléculas especificas de tumores
donde se ha demostrado su expresion en diferentes neoplasias. Encontrarlos
en algun otro tejido incluyendo hematopoyético podria ser indicativo de
neoplasia.

Los antigenos testiculares de cancer son un grupo de proteinas que estan
expresadas de forma normal en el tejido testicular, placenta y ovario. Son una
amplia familia de antigenos asociados a la expresion de tumores de diversos
origenes histolégicos. Los ATC poseen un patrén de expresion tumoral e
inmunogenicidad, se encuentran también en algunos tumores solidos, se han
considerado antigenos estrictamente especificos de tumor y su principal
ventaja es que son reconocidos por los linfocitos T CDS8, los cuales
desencadenan una respuesta inmune contra ellos. (21)

El término ATC fue acufiado por Old y Chen en 1997, hasta ahora 70 familias
con mas de 140 miembros de ATC han sido identificados. Los ATC pueden ser
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divididos en aquellos que son codificados en el cromosoma X, los genes X-ATC
y los que no son codificados por el cromosoma X. Algunos de los genes que
pertenecen a esta familia del cromosoma X son: SSX, GAGE, PAGE, XAGE de
la region Xpll y la region Xg24-q28 que alberga la méas alta densidad de ATC
incluyendo MAGE-A, MAGE-C y NY-ESO-1. Los genes que no pertenecen al
cromosoma X estan distribuidos en el genoma y son en su mayoria genes de
copia Unica. (21)

Los antigenos asociados a melanoma (MAGE) fueron inicialmente identificados
en el melanoma. Los genes de la familia MAGE se encontraron en una gran
variedad de tumores a pesar de su expresion estaba limitada a células
germinales de testiculo, ovario y placenta. Los genes MAGE- A, B y C fueron
los primeros que se describieron, estan codificados en el cromosoma X. Las
funciones de estos genes no estan del todo esclarecidas pero se cree que
tienen una relacién con los ciclos de proliferacion y apoptosis de las células
tumorales. (21)

Otros ATC de gran importancia son los GAGE, esta familia se ubica en el
cromosoma 11, se le ha encontrado en una gran variedad de tumores, las
proteinas codificadas son reconocidas por los linfocitos CD4 y CD8, por esta
razon han sido un blanco importante para terapia dirigida.

La frecuencia de expresion del gen MAGE en melanoma es del 73%, en cancer
de esofago el 47%, de cabeza y cuello el 49% y de vejiga el 36%. En cuanto al
cancer testicular se demostré que el ATC MAGE- A4 y PRAME se encuentra
presente en el seminoma y no en el carcinoma embrionario. En estos se
encontré en marcador CK18 y CD30. (22)

Se ha demostrado recientemente que el ATC MAGE-A inhibe la funcion de p53
al bloguear la interaccion de este con la cromatina. En varios tipos de cancer
como el mieloma multiple, hepatocarcinoma, mama, colorectal, vesical y otros
se relaciona con mal prondéstico y progresion de la enfermedad. En el cancer
de testiculo se ha estudiado poco, se ha estudiado la familia MAGE, el A-1, A-
2, A-3 y A-4. Donde se vio que en el 68-82% de seminoma se encuentran
positivos, ya sea en seminoma puro o germinal mixto con componente de
seminoma. (23)

Se cree que el seminoma clasico y el tumor germinal mixto provienen de la
neoplasia intratubular testicular y que el seminoma espermaticitico se
desarrolla de otra lesion. Por esta razon se presentan positivos en el 100% de
los seminomas espermatociticos y en frecuencias variables en las demas
estirpes histolégicsa. (24)

Se ha visto que los ATC generalmente se expresan en la fase pre meiotica en
las células germinales del testiculo fetal y tienden a desactivarse antes que
suceda la meiosis. La deteccion individual de los ATC es extremadamente
variable, sobre todo hablando del seminoma clésico, a diferencia del seminoma
espermatocitico donde el origen es de células germinales del adulto y los ATC
se encuentran siempre todos positivos. (26)

El rol biolégico de los ATC en células germinales y tumorales no se ha
demostrado. Se cree que juegan un papel en el desarrollo del tumor. Se cree
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que la expresion de MAGE contribuye con la alteracion en la muerte celular
programada y de esta manera contribuir al desarrollo de neoplasias. (28)

Son pocos los estudios que se han desarrollado para identificar la expresion de
la familia del gen SSX. Se ha visto expresion variable en los diferentes tipos de
tumores con frecuencias diferentes. (29)

Regulacion de la expresion de los ATC

La expresion de estos genes estd regulada por factores epigenéticos
(metilacién y acetilacién), en donde el patron de metilacion del DNA se genera
durante el desarrollo embrionario. Las alteraciones en la metilacion
(hipometilacion e hipermetilacion) del DNA ocurren durante la patogénesis de
los tumores puesto que se ha observado en varios carcinomas. Esto juega un
papel importante en la génesis del tumor. La expresién de estos genes no solo
estd dada por las alteraciones del promotor pero también alteraciones en la
configuracion de la cromatina. Esto ha arrojado la hip6tesis que la mayoria de
los ATC suelen ser activados por un factor trascripcional o por un evento
regulatorio como es la hipometilacion (26,28)

Inmunogenicidad de los ATC

Los ATC son expresados en tumores pero no en tejido sano, excepto en tejido
testicular, el cual no es accesible para el sistema inmunologico dado que no
expresan HLA de clase | en la superficie de las células. Tomando esto en
cuenta los ATC pueden considerarse como objetivos esenciales del tumor. Los
ATC codifican distintos péptidos antigénicos que son presentados al sistema
inmunologico en asociaciéon de varios HLA de clase | o Il, asi teniendo
respuesta humoral y celular. Las respuestas inmunes espontdneas vy
coordinadas han sido demostradas en contra de varios ATC.

Los ATC representan un objetivo molecular ideal para la inmunoterapia en los
pacientes con cancer. La caracterizacion de péptidos inmunogénicos de ATC
seleccionados junto con la identificacion de antigenos de HLA representan la
base para iniciar terapias basadas en el uso de ATC como agentes
terapéuticos. (27,28)

La expresion de los ATC en tejido testicular normal y tumoral ha sido analizado
por métodos de inmunohistoquimica. Se han visto tres patrones comunes de la
expresion de ATC en tejido testicular. La expresion predominante en
espermatogonias, la expresion en espermatocitos primarios y secundarios
como antigenos nucleares y la expresion restringida para las células
germinales maduras. La mayoria de las ATC son: NY-ESO-1, MAGE-A, GAGE,
CT47 y NXF2. La mayoria de estos son antigenos nucleares. No se han
estudiado todos los ATC en tejido tumoral, solo NY-ESO-1, MAGE, GAGE y
CT45. (28)

Se han identificado pocos ATC la cual desencadenen respuesta humoral o
celular, entre ellos MAGE, NY-ESO-1 y SSX. Se han desarrollado estudios
clinicos prometedores encaminados a estos ATC con respuesta variable. La
identificacion del antigeno apropiado es lo mas importante en el desarrollo de
inmunoterapia antigeno especifico. (28)
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4.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tumor testicular, patologia que afecta predominantemente a jovenes entre la
segunda y tercera décadas de la vida, cuenta con multiples marcadores séricos
como la gonadotropina beta coridnica humana, la alfafetoproteina y la
deshidrogenasa lactica; sin embargo se expresan una vez la enfermedad ha
mostrado datos clinicos. Los antigenos testiculares se expresan de forma
temprana en células malignas totipotenciales, dentro de los cuales se
encuentra el cancer testicular. De existir marcadores tempranos, antes que la
enfermedad se muestre clinicamente podriamos abordar a pacientes de forma
oportuna. Y al servir éstos como dianas de terapéutica focal se podria evitar la
toxicidad asociada a quimioterapéuticos actuales. Encontrar diferencias
cuantitativas de los niveles de antigenos testiculares en las diversas
variedades histoldégicas nos ayudaria a discriminar entre ellas y ofrecer un
tratamiento e incluso prondstico personalizado.

¢La expresion cuantitativa de MAGE A4 y SSX1 en sangre periférica y tejido
testicular difiere en pacientes con las diversas variantes histolégicas de cancer
testicular?

4.3 JUSTIFICACION

Considerando el alto impacto que tiene el cancer testicular en la poblacién
joven, sus altas tasas de remision y curacién con quimioterapia actual; a pesar
de un diagnoéstico retrasado muchas veces por tabl del paciente o error
diagnéstico inicial. Resulta l6gico y atractivo que al realizar un diagnostico
temprano y focalizar la terapia exclusivamente a las células neoplasicas
conferira un prondstico excepcional al paciente. Poder determinar ademas el
estirpe histopatologico generando diversos puntos de corte de los niveles de
antigenos testiculares nos permitira planificar de forma mas integra el abordaje
terapéutico y definir de forma mas precisa el desarrollo de la patologia en el
transcurso del tiempo.
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4.4 OBJETIVO PRIMARIO DEL ESTUDIO

Correlacionar niveles cuantitativos de MAGE A4 y SSX1 en tejido testicular y
sangre periférica de pacientes con las diversas variedades histologicas del
tumor testicular

4.5 HIPOTESIS

De existir diferencia en la expresion cuantitativa de antigenos testiculares en
plasma vy tejido testicular entre las variantes histologicas de cancer testicular,
entonces su determinacion ayudara a generar puntos de corte para hacer un
diagnéstico oportuno de cancer testicular y su estirpe histologica.

4.6 MATERIALES Y METODOS
Tipo de Estudio: transversal, prospectivo, analitico, observacional
4.7 POBLACION Y TAMANO DE LA MUESTRA

El universo de trabajo son los pacientes que se somenten orquiectomia radical
con la sospecha de céancer testicular en el Hospital General de México de
Septiembre del 2016 a Mayo del 2017

4.8 CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes sometidos a orquiectomia radical con sospecha clinica de
cancer testicular

e Pacientes con determinacion de marcadores séricos tumorales

e Mayores de edad

e Paciente de nacionalidad mexicana

4.9 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes cuyo consentimiento para la toma de muestra sanguinea no
sea otorgado

e Pacientes menores de edad

e Paciente cuya pieza histopatologica haya sido sumergida en
formaldehido
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e Diagnostico de otro tipo de cancer antes o durante el periodo que se
lleve a cabo el estudio
e Pacientes con diagndstico histopatoldgico fuera de nuestro hospital

4.10 CRITERIOS DE ELIMINACION
e Pacientes con muestra sanguinea lisada o coagulada
e Pacientes con muestra de tejido testicular insuficiente para la obtencion
de adecuado material genético
e Paciente cuyo diagnéstico histopatolégico no corresponda a cancer
testicular

4.11 DEFINICION DE VARIABLES

Variable Escala

Edad Cuantitativa discreta

Estirpe histopatoldgica Cualitativa nominal

Expresion de MAGE A4 Cuantitativa discreta
Dicotomica nominal

Expresion de SSX-1 Cuantitativa discreta

Dicotdmica nominal

Variables Independientes
- Estirpe histopatoldgica
- Edad

Variables Dependientes
- Expresion de SSX-1
- Expresién de MAGE A4

Descripcién De Cada Variable Para Todos Los Disefios

e Edad: tiempo que ha vivido una persona en afos, desde su nacimiento

e Estirpe histopatoldgica: variante histologica de cancer testicular, se
definieron en el estudio como seminoma, teratoma, carcinoma
embrionario, coriocarcinoma, saco vitelino, neoplasia intraepitelial de
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células germinales cuando el componente fue exclusivamente de esa
variante histolégica. Si presentaban mas de una variante se clasificd
como mixto (no seminomatoso).

e Gen MAGE 4: antigeno testicular, demostrando su expresion cuantitativa
mediante amplificacion con PCR en tiempo real

e Gen SSX1: antigeno testicular, demostrando su expresion cuantitativa
mediante amplificacién con PCR en tiempo real

4.11 PROCEDIMIENTO

a) Procesamiento de muestra de sangre periférica

Se recolectaron aproximadamente 4mL de sangre periférica de cada paciente.
La muestra fue diluida en una proporcion 1:1 en solucién de lisis de eritrocitos
(solucién hiperténica) con el fin de aislar los leucocitos totales de la muestra.
Una vez homogenizada e incubada a 4°C durante 8 minutos, la muestra fue
centrifugada a 2500rpm durante 5 minutos. El pellet resultante de la
centrifugacion fue lavado en PBS (solucion buffer de fosfatos) y dispuesto en
microtubos de 1.5mL. En cada uno de los tubos se agregé un volumen
equivalente a 1x106 células y se centrifugaron a 2500rpm durante 5 minutos.
Los botones celulares obtenidos de esta centrifugacion fueron resuspendidos
en 500uL de Trizol® y almacenados a -80°C hasta ser utilizados.

b) Procesamiento de muestra de tejido testicular tumoral

El tejido testicular obtenido fue seccionado en porciones de aproximadamente
5mm vy disgregado en Trizol® a 4°C mediante un disruptor de tejidos
(TissueRuptor , Quiagen®). El tejido disgregado fue dispuesto en volumenes
de 500uL en microtubos de 1.5mL e inmediatamente congelado a -80°C hasta
ser utilizado.

c) Extraccion de RNA

La metodologia descrita a continuacion se realizé a 4°C y fue la misma tanto
para tejido testicular como para sangre periférica. A los 500uL de lisado celular
en Trizol, se les agregaron 200uL de cloroformo grado biologia molecular y se
homogeniz6 la solucion en vortex. Una vez homogenizada, la solucién fue
incubada durante 10 minutos y posteriormente centrifugada a 12,000rpm
durante 15 minutos. De esta centrifugacion se obtuvieron 2 fases: una fase
organica (fondo del tubo), que contenia proteinas, detritos celulares y DNA; y
una fase acuosa (porcion superior), en donde se encontraba solubilizado el
RNA total. Esta fase acuosa fue cuidadosamente extraida y transferida a un
nuevo tubo al cual se le agregd 1mL de etanol absoluto grado biologia
molecular y se homogenizé completamente. La solucion fue incubada durante
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1 noche a -20°C. Posterior a la incubacion, se realizé una ultracentrifugacion a
12,000rpm durante 15 minutos, teniendo como resultado un pellet de RNA total
al fondo del tubo. Este pellet fue lavado con etanol al 75% y centrifugado de
nuevo, a 8,000rpm por 8 minutos. EI RNA después fue resuspendido en agua
libre de nucleasas (NFW) e incubado a 70°C durante 10 minutos con la
finalidad de alinear la cadena de RNA. Una vez alineado, se realiz6 una
cuantificacion en espectrofotometro UV-visible y se verificd la integridad del
RNA mediante una electroforesis en gel de agarosa. Posterior a la verificacién
se procedi6 a realizar la sintesis de DNA complementario (CDNA).

d) Sintesis de cDNA

Un volumen equivalente a 2ug de RNA total fue transferido a un microtubo de
0.6mL. Se agregd 1uL de Oligo dT y agua inyectable c.b.p. 11uL de volumen
total. Esta solucién fue homogenizada e incubada a 70°C durante 10 minutos.
Posteriormente se anadieron 5uL de buffer 5X (250mM Tris-HCL, 500mM KCl,
25mM MgCl2, 10mM DTT, pH=8.4), 3 pL de solucién de dNTP 10uM y 1uL de
enzima transcriptasa reversa MMLV (200u/uL). De igual manera, esta solucién
fue homogenizada con micropipeta y se incubé a 37°C durante 50 minutos.
Pasado este tiempo, se realiz6 otra incubacion a 70°C durante 10 minutos para
inactivar la enzima. La sintesis de cDNA fue verificada mediante una PCR en
punto final de los genes constitutivos beta 2-microglobulina (B2MG) vy
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

e) qRT-PCR de los genes ATC

Se realiz6 la amplificacién y cuantificacion de los genes MAGE-A4 y SSX-1
mediante ensayos de PCR en tiempo real en un equipo StepOne™ (Applied
Biosystems) empleando la metodologia SYBR Green® (Applied Biosystems).
Las reacciones se realizaron a 20puL totales, empleando 1.5uL de cDNA, 10uL
de SYBR Green® Master Mix, 0.4uL de oligos cebadores para el caso de SSX1
y 0.7uL de oligos cebadores para el caso de MAGEA4, y agua libre de
nucleasas c.b.p. un volumen de 20uL totales. Se empled un perfil térmico de:
95°C durante 10 minutos para activar a la polimerasa, 40 ciclos de 95°C/30
segundos, 60°C/1 minuto, 72°C/45 segundos, en los cuales se dio la
amplificacion; y 4°C durante 10 minutos.

Para la cuantificacién relativa se empleé un método AACT, utilizandose la linea
celular K562 (eritroleucemia) como control de referencia y el gen GAPDH como
gen enddgeno.

Oligo Secuencia Longitud del producto

MAGE A4 Forward GAGCAGACAGGCCAACCG 446pb

MAGE A4 Reverse AAGGACTCTGCGTCAGGC

SSX1 Forward AAGCCAGCAGAGGAGGAAAA
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RESULTADOS

Dentro de nuestro universo de trabajo, se seleccionaron 22 pacientes con
diagndstico histopatoldgico de cancer testicular, con un rango de edad que
comprende desde los 18 a los 54 afios de edad, una media de 29 afos, una
mediana de 25 afios. Ubicando a los pacientes por decadas de la vida, la
mayor parte de nuestris pacientes se encuentran en la tercera decada de la
vida comprendiendo un total de 9/22 pacientes (40.9%).

EDAD POR DECADAS RECUENTO DE PACIENTES

Menor o igual a 20 afos
De 21 a 30 afnos
De 31 a 40 afios
De 41 a 50 afnos
De 51 a 60 afios

=~ 01 oo

Estadio clinico Recuento de

pacientes
IA 7
IB 8
1B 2
lIC 2
nc 3

Respecto al diagnostico histopatologico la mayor correspondieron al
diagnéstico de seminoma clasico, un total de 11/22 pacientes (50%). Asi mismo
la mayoria de nuestros pacientes no presentd metastasis en otros sitios,
Gnicamente 1 de los 22 (4.5%) pacientes mostr6 metastasis en pulmén, y 15
pacientes de los 22 no mostraron metastasis ganglionares (68.18%). El estadio
clinico mas frecuente es IB con un total de 8 pacientes (36.36%) seguido del IA
con 7 pacientes (31.81%).
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DIAGNOSTICO RECUENTO
HISTOPATOLOGICO DE
PACIENTES
Seminoma 11
Mixto 10
Teratoma 1
Recuento de
pacientes
Radiografia de Sin metéstasis pulmonar 21
torax
Con metastasis pulmonar 1
Tomografia axial Sin evidencia de metastasis 15
computada (NO)
de abdomen y
pelvis
Ganglios menores de 2 cm (N1) 3
Ganglios mayores de 2 cm 4
Menores de 5 cm (N2)
Ganglios mayores de 5 cm (N3) 0

Para determinar la expresion de antigenos testiculares, MAGE A4 y SSX1
tanto en tejido como en sangre periférica de pacientes con diagnostico de
cancer testicular confirmado por histopatologia, se utilizé la prueba estadistica
de Chi cuadrada, con un alfa de 0.05, encontrando una pobre expresion de los
mismos si se toma en cuenta todas las esitirpes histopatologicas, sin
signifancia estadistica (p=0.59 para sangre periférica y p= 0.24 para tejido
testicular); Aunque se puede ver una clara tendencia de expresion en aquellos
pacientes con seminoma puro como diagndstico. En el caso del gen SSX1 se
realizaron puntos de corte de 0.5, determinando como sin expresion a aquellos
pacientes que mostraron en sangre periférica <0.5 y con expresion a aquellos
pacientes donde la determinacion del gen se encontrd por encima de dicho
punto de corte. En la contraparte de expresién del mismo gen en tejido se
categoriz0 en tres grupos distintos, sin expresion, expresion de 0.1 a 0.5 y
mayor de 0.5
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Diagnostico SSX1SpCAT SSX1tejCAT
HIStOpatO|OgICO Sin Exp > 0.5 Sin expresion 0.1-05 Exp>0.5

expresion

seminoma 10 1 1 3 7
mixto 10 0 5 1 4
teratoma 1 0 0 0 1
carcinoma 0 0 0 0 0
embrionario
coriocarcinoma 0 0 0 0 0
saco vitelino 0 0 0 0 0
quiste eidermoide 0 0 0 0 0
atrofia 0 0 0 0 0
neoplasia 0 0 0 0 0
intraepitelial de
células germinal
orquiepididimitis 0 0 0 0 0

En cuanto a la expresion de MAGE A4 se realizaron 3 puntos de corte tanto
para sangre periférica como para tejido. Siendo en los primeros los puntos de
corte de sin expresion, de 0.1 a 0.5 y expresion de mas de 0.5. Aunque se
muestra que en los pacientes con expresion de > 0.5 pertenecen Unicamente
aeminoma, no existe una diferencia estadisticamente significativa. Para la
expresion del gen en tejido testicular se tomaron los mismos puntos de corte,

practicamente sin mostrar diferencias significativas entre

histologicas.

las variantes
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Diagnostico MAGEA4spCAT MAGEA4tejCAT

Histopatoldgico sin 01-05 | exp>05 Sin 0.1-05

expresion expresion

exp > 0.5

Recuento Recuent Recuent Recuento Recuent

o
o
o

Recuent

o

seminoma

mixto

teratoma

carcinoma embrionario

coriocarcinoma

saco vitelino

quiste eidermoide

atrofia

o |O |O |©o | |O |k | |©
o | |o |o |o |o |o |+ |Oo
o |O | |o |o |o |o |o |Nd
o |O | |o |o |o |o |u |~
o |Oo | |©o | |O |k |w |~

neoplasia intraepitelial de

células germinal

O |O | |©o |o |o |o M |w

orquiepididimitis 0 0 0 0 0
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CONCLUSIONES

La expresion de los antigenos testiculares SSX1 y MAGE A4 tanto en sangre
periférica como en tejido testicular no muestra diferencias significativas, al ser
comparadas todas entre si, entre las diversas variantes histoldgicas; por lo
tanto no nos son utiles para discenir entre ellas. Aunque existe una tendencia
de expresiodn, en sangre periférica y tejido testicular, de SSX1 en pacientes con
diagnéstico histopatolégico de seminoma. La debilidades del estudio son que
no se cuenta con determinaciones suficientes en pacientes sin diagnoéstico de
cancer testicular; probablemente multicausal, siendo las mas importantes que
existen pocas entidades nosologicas que nos obliguen a tomar muestras de
tejido suficientes y también por la pobre disponibilidad en varios centros
nosologicos. Asi mismo, ampliar la muestra de nuestra poblacion de estudio y
analizar en una relacion dicotomica las estirpes histopatolégicas, en seminoma
y no seminoma; tal vez arrojaria muestras positivas para el seminoma,
observando la tendencia que se demostro en nuestra poblacion.

Por el momento, dados los resultados de nuestra investigacion, ain no se
pueden utilizar de forma fiable los antigenos testiculares para realizar un
diagnéstico oportuno de cancer testicular, ni estadisticamente poseen una
predileccion en su expresion entre las distintas estirpes histopatoldgicas.

5.0 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

— Fecha de inicio: Septiembre 2016.
- Fecha de término: Agosto 2017

Septiembre | Septiembre | Julio Agosto

2016 a | 2016 a| 2017 2017
Mayo 2017 Junio 2017

Reclutamiento de pacientes

Analisis de muestras

Procesamiento de datos

Elaboracién  informe vy
divulgacion
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