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RESUMEN 

Los tumores de células germinales de testículo (TCGT) representan aproximadamente el 1-5% de 

todos los tumores malignos en hombres y son más comunes en hombres jóvenes entre las edades 

de 15 y 44 años. Los patrones de incidencia y mortalidad de los TCGT varían geográficamente. Sin 

embargo, la falta de una reducción significativa en las tasas de mortalidad en México y Latinoamérica 

en la última década, en contraste con las tendencias observadas en otras regiones del mundo, 

plantea la posibilidad de que en nuestra población existan particularidades a nivel molecular que 

ejerzan su influencia en el desarrollo y la evolución clínica de los TCGT.  

La evidencia de las alteraciones en línea germinal distintivas de los TCGT se restringe a algunos 

casos familiares y estudios de GWAS, los cuales han permitido la identificación de 78 loci de 

susceptibilidad asociados a TCGT. Estos estudios tienen una sobrerrepresentación de pacientes de 

origen europeo y norteamericano. Por tanto, las características genómicas en nuestra población no 

han sido propiamente caracterizadas. 

El objetivo de este trabajo consistió en identificar variantes germinales asociadas al riesgo a 

desarrollar TCGT, mediante el análisis de datos de secuenciación de exoma completo de 40 

pacientes del Instituto Nacional de Cancerología. Inicialmente se generó un análisis de ancestría 

genética global para seleccionar únicamente a los individuos con la composición ancestral prevista 

para la población mestizo-mexicana. A continuación, se seleccionó un total de 2778 variantes 

genéticas raras [Frecuencia alélica (AF) en la población global <1%], que incluían variantes 

clasificadas en ClinVar como “patogénicas” o “probablemente patogénicas”, y variantes de 

significado clínico incierto que son potencialmente dañinas para la función del producto génico, 

según los algoritmos de CADD y REVEL.  

Se comparó la frecuencia de las variantes en el grupo de casos de TCGT con dos grupos control 

independientes: el primero consistió en 36 individuos mexicanos residentes en la CDMX y el área 

metropolitana, mientras que el segundo se basó en datos de ~17,000 latinos de la base de datos 

gnomAD. A partir de los análisis, se propuso un panel de variantes candidatas que presentaron los 

valores de p más significativos en los dos ensayos independientes de asociación. Este panel incluye 

a las variantes rs1044301916 (T>A) en PABPC3, variante rs2273499 (G>A) en ARFGAP1, 

rs147153778 (C>T) en SLCO4A1, rs79783591 (A>T) en MC4R y rs1234654104 (TA>T) en EHTM1. 

Estas variantes se plantean como biomarcadores potenciales de riesgo a los TCGT. Paralelamente, 

se realizó una prueba de asociación por agregación de múltiples variantes basadas en genes, donde 

se mostró que el gen PABPC3, que tiene una expresión específica en testículo, está 

significativamente asociado a los TCGT bajo un modelo dominante ( p < 2.5 ×10−6).  

En conjunto, en este trabajo se identificaron variantes que no han sido descritas como loci de riesgo 

de TCGT y que pueden ser relevantes para el desarrollo de la enfermedad en población mexicana. 

Con esto, se enfatiza la necesidad de una mayor representatividad de las diferentes poblaciones en 

los esfuerzos de secuenciación a nivel mundial para evitar limitar la aplicabilidad de la investigación 

que se genere de la enfermedad a un grupo concreto de personas.  

Finalmente, el resultado más valioso del trabajo es la relación que se ha establecido entre PABPC3 

y los TCGT, junto con el panel de variantes candidatas propuesto, el cual brinda una guía sólida para 

futuras investigaciones en este campo. El panel debe ser validado en cohortes TCGT más grandes 

para determinar la eficacia de las variantes como biomarcadores de riesgo en la enfermedad y, en 

última instancia, su potencial implementación en la práctica clínica dentro de nuestra población.  
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ABSTRACT 

Testicular germ cell tumors (TCGT) account for approximately 1-5% of all malignant tumors in men 

and are more common in young men aged 15 to 44. The incidence and mortality patterns of TCGT 

vary geographically. However, the lack of a significant reduction in mortality rates in Mexico and Latin 

America over the last decade, in contrast to trends observed in other regions of the world, raises the 

possibility that there may be molecular features within our population that influence the development 

and clinical evolution of TCGTs. 

Evidence of distinct germline alterations in TCGT is limited to a few familial cases and genome-wide 

association studies (GWAS), which have identified 78 susceptibility loci associated with TCGTs. 

These studies are overrepresented by patients of European and North American Caucasian origin, 

and thus, genomic characteristics in our population have not been properly characterized. 

The aim of this study was to identify germline variants associated with the risk of developing TCGTs 

through the analysis of whole-exome sequencing (WES) data from 40 patients at the National Cancer 

Institute. Initially, a global genetic ancestry analysis was conducted to select individuals with the 

ancestral composition of the Mexican mestizo population. Subsequently, a total of 2778 rare genetic 

variants [allele frequency (AF) in the global population <1%] were selected, including variants 

classified as "pathogenic" or "likely pathogenic" by ClinVar, as well as variants with uncertain clinical 

significance that could potentially disrupt gene function according to CADD and REVEL algorithms. 

The frequency of these variants in the TCGT cases group was compared with two independent control 

groups: the first consisting of 36 Mexican individuals residing in Mexico City and the Metropolitan 

area, while the second was based on data from ~17,000 Latinos in the gnomAD database. Through 

these analyses, a panel of candidate variants was proposed, which showed the most significant p-

values in the two independent association tests. This panel includes the variants rs1044301916 (T>A) 

in PABPC3, rs2273499 (G>A) in ARFGAP1, rs147153778 (C>T) in SLCO4A1, rs79783591 (A>T) in 

MC4R, and rs1234654104 (TA>T) in EHTM1. These variants are suggested as potential biomarkers 

for TCGT risk. Simultaneously, a gene-based multiple variant aggregation association test was 

performed, revealing a significant association of the PABPC3 gene, which is specifically expressed 

in the testis, with TCGTs under a dominant model (p < 2.5 × 10−6). 

In summary, this study identified variants not previously described as TCGT risk loci, potentially 

relevant to disease development in the Mexican population. This emphasizes the need for greater 

representativeness of different populations in worldwide sequencing efforts to avoid limiting the 

applicability of disease research to a specific group of people. 

Ultimately, the most valuable outcome of this work is the established relationship between PABPC3 

and TCGTs, along with the proposed panel of candidate variants, providing a robust guide for future 

research in this field. The panel should be validated in larger TCGT cohorts to determine the efficacy 

of the variants as risk biomarkers in the disease and, ultimately, their potential implementation in 

clinical practice within our population. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cáncer de testículo (TCa) es la neoplasia maligna con mayor frecuencia en los varones jóvenes 

entre los 15 y los 44 años. Sin embargo, la tasa de incidencia ha aumentado de manera global en 

las últimas dos décadas, con los mayores índices registrados en países del norte de Europa (Gurney 

et al., 2019). De todos los casos de TCa, el 95-98% corresponden a tumores de células germinales 

de testículo (TCGT) y el 2-5% restante corresponde a tumores de testículo del estroma gonadal y 

del cordón sexual que surgen de los tejidos de soporte del testículo, incluidas las células de Leydig 

y Sertoli (Cheng et al., 2018). 

Todos los TCGT representan el desarrollo aberrante de las células germinales del testículo en alguna 

de sus etapas de maduración hacia la espermatogénesis y se caracterizan por una amplia 

heterogeneidad histológica explicada por la capacidad pluripotente de las células precursoras y las 

aberraciones somáticas que fueron ganadas en los tumores (Cheng et al., 2018; Rajpert-De Meyts 

et al., 2016). 

Para comprender a fondo el panorama clínico y genómico de los TCGT es esencial contextualizar 

su prevalencia y variabilidad histológica. Estos tumores se dividen histológicamente en seminomas 

puros (SE) y no seminoma (NS), cada uno con características distintivas y comportamientos clínicos 

específicos.  

Los SE están compuestos por una población homogénea de células neoplásicas que se asemejan a 

los gonocitos o a las células germinales primordiales (PGC). Los NS son tumores con células que 

muestran patrones variables de diferenciación, dando lugar a cuatro subtipos tumorales: carcinoma 

embrionario, tumor de saco vitelino, teratoma y coriocarcinoma. Presentan un comportamiento 

clínico más agresivo, desarrollando frecuentemente metástasis a distancia (Buljubašić et al., 2018).  

Cada histología se presenta en alrededor del 50% de los casos, pero hay una tendencia a observar 

un mayor número de seminomas (50-60%). Los SE son diagnosticados típicamente alrededor de los 

35 años y los NS alrededor de los 25 años (Costa et al., 2017).  

Esta distinción histológica no solo tiene implicaciones en el tratamiento y pronóstico de cada uno de 

los pacientes, sino que también arroja luz sobre los posibles factores que podrían contribuir a su 

desarrollo. 

1.1. Panorama clínico y genómico de los TCGT 

1.1.1. Predisposición y factores de riesgo 

La etiología del TCa sigue siendo un tema de estudio, pero las diferencias de su prevalencia en 

distintas poblaciones sugieren que factores tanto ambientales como genéticos pueden influir en su 

desarrollo. Los factores de riesgo mejor descritos incluyen la criptorquidia (descenso incompleto de 

uno o ambos testículos), antecedentes familiares de TCa, hipospadias, infertilidad, disgenesia 

gonadal y el diagnóstico previo de TCa (Buljubašić et al., 2018; Rajpert-De Meyts et al., 2016). La 

criptorquidia, por ejemplo, confiere un aumento de riesgo de 4 a 6 veces cuando se diagnostica 

(Trabert et al., 2013).  

Las hormonas esteroideas sexuales tienen un papel crucial en el desarrollo urogenital, por lo tanto, 

las alteraciones hormonales en el útero, incluida la insuficiencia de andrógenos fetales se asocian a 

un mayor riesgo a trastornos de diferenciación sexual y a TCGT (Hersmus et al., 2017; Singh et al., 

2021). Se ha planteado que la exposición a disruptores endocrinos y ciertas sustancias químicas 

industriales en la vida adulta también podrían contribuir a la enfermedad (Bhartiya & Kaushik, 2021; 

Fénichel & Chevalier, 2019; Sharma et al., 2020). A pesar de esto, se requiere más investigación 
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para comprender completamente la influencia de los factores ambientales en la patogénesis de la 

enfermedad (De Toni et al., 2019). 

Los estudios de gemelos y familiares proporcionaron la evidencia más sólida de la predisposición 

genética hereditaria en los TCGT. En poblaciones de ascendencia europea, investigaciones 

retrospectivas han indicado que las personas cuyo padre ha tenido un diagnóstico de cáncer 

testicular tienen entre 4 y 6 veces más posibilidades de desarrollar la enfermedad en comparación 

con aquellos sin ese antecedente. Si un hermano también ha tenido este tipo de cáncer, el riesgo se 

incrementa de 8 a 10 veces (Hemminki & Li, 2004). Un análisis poblacional de la base de datos sueca 

de cáncer familiar publicado en 2015 ha estimado que la heredabilidad del TCGT es del 48,9%, de 

la cual, el 37% se espera que se explique por todas las variantes de un solo nucleótido (SNVs) 

(Litchfield, Thomsen, et al., 2015).  

Los estudios de asociación del genoma completo (GWAS) y de secuenciación de exoma completo 

(WES) han sido efectivos para identificar variantes comunes asociadas al riesgo de TCGT. 

Actualmente se han identificado 78 loci independientes asociados a la susceptibilidad a TCGT.  

Ninguno de estos alelos es de alta penetrancia, lo que significa que cada variante tiene una 

contribución modesta al riesgo a desarrollar los TCGT (Chung et al., 2013; Kristiansen et al., 2015; 

Litchfield et al., 2017; Litchfield, Sultana, et al., 2015; Pluta et al., 2021; Rapley et al., 2009; Ruark 

et al., 2013).  

De las variantes reportadas, KITLG es el locus de mayor peso en términos de riesgo identificado 

hasta la fecha, con variantes que aumentan el riesgo de la enfermedad 2.5 veces en comparación 

con los alelos de referencia (Lakpour et al., 2021). Este gen codifica al ligando de del receptor del 

factor de crecimiento de células madre/mastocitos de tirosina quinasa unido a membrana (KIT), el 

cual desempeña funciones cruciales en la supervivencia celular, la proliferación y la apoptosis 

(Sheikh et al., 2022). Se han reportado variantes de un solo nucleótido en genes como SPRY4, 

BAK1, GAB2, CLPTM1L, SPRED2 que también participan en la vía de señalización de KIT-KITLG, 

promoviendo que sea la ruta bilógica más frecuentemente afectada (Litchfield et al., 2016). 

Otro conjunto de genes implicados repetidamente en el riesgo son los pertenecientes a la 

determinación del sexo y el desarrollo de células germinales, con loci en DAZL, DMRT1, ZFPM1 y 

PRDM14. Además, se han identificado variantes en genes de reparación de daño al DNA (incluidos 

RAD51C y BRCA1), ciclo celular (GSPT1 y CHEK2), mantenimiento de telómeros (TERT y ATFIP) y 

organización del centrosoma/ensamblaje de microtúbulos (TEX14, PMF1 y CENPE) (Batool et al., 

2019; Litchfield et al., 2016; Nakhaei-Rad et al., 2023).  

Interesantemente, uno de los modelos de puntuación de riesgo poligénico (PRS), que considera el 

efecto combinado de todos los SNVs conocidos de riesgo a TCGT, demostró que el 1% de los 

hombres con las mayores puntuaciones PRS tienen un riesgo de enfermedad 10.4 veces mayor que 

el resto de la población. En contraste, en otros modelos de cáncer como próstata u ovario, el 1% de 

los individuos con los mayores puntajes solo muestran un aumento de 2 a 5 veces en el riesgo a 

padecer la enfermedad (Litchfield, Summersgill, et al., 2015).  

Debido a lo anterior, la evidencia respalda un modelo poligénico de susceptibilidad a los TCGT, 

donde el fenotipo de la enfermedad se explica por la herencia conjunta de múltiples variantes de 

riesgo, que interaccionan con los factores ambientales, que a su vez modulan cambios epigenéticos 

en las células (Singh et al., 2021; Woldu & Bagrodia, 2018). 
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1.1.2. Origen del tumor 

Los tumores de células germinales de testículo SE y NS se originan a partir de una lesión no invasiva 

desarrollada in útero conocida como neoplasia de células germinales in situ (GCNIS).  Esta lesión 

consiste en células que se asemejan a células germinales primordiales detenidas antes de su primer 

paso de maduración en gonocitos durante el proceso de espermatogénesis. El modelo de evolución 

tumoral propone que los precursores germinales sufren intentos prematuros de entrar en meiosis, lo 

que conduce a su poliploidización. No obstante, un evento de división celular multipolar sin 

disyunción resulta en células tetraploides genéticamente inestables (Boublikova et al., 2014). 

Debido a su origen, las GCNIS tienen similitudes morfológicas con los gonocitos. Estas células 

expresan marcadores de pluripotencia como OCT3/4 y NANOG, presentan hipometilación global de 

DNA y exhiben patrones de impronta característicos de las PGC (Boublikova et al., 2014; Cheng 

et al., 2018). Permanecen en un estado no diferenciado y latente hasta la pubertad, momento en el 

cual la estimulación hormonal exacerbada en la adolescencia desencadena eventos genéticos que 

permiten a las células transformadas adquirir capacidades proliferativas e invasivas.  

Con la activación de la lesión premaligna en la adolescencia, la inestabilidad genómica conduce a la 

pérdida selectiva de grandes regiones en los brazos cromosómicos, manifestándose en la ganancia 

del isocromosoma 12, i(12p), que es la alteración genómica más distintiva en los TCGT. Se cree que 

eventos como la sobreexpresión de genes en la región 12p11.2-p12.1, como K-RAS, la pérdida de 

genes como PTEN y P21, así como la ganancia en la expresión de MDM2, son responsables de 

desencadenar el crecimiento invasivo (Shen et al., 2018), que tendrá como consecuencia la 

manifestación clínica de los TCGT (Baroni et al., 2019). 

1.1.3. Perfil mutacional de los TCGT 

Los TCGT se caracterizan por mostrar una carga de mutación tumoral (TMB) baja (0.5 mutaciones 

por Megabase) (González-Barrios et al., 2022) en contraste con otras neoplasias malignas como el 

melanoma (14.4/Mb) (Hodis et al., 2012) o cáncer colorrectal (9.9–11.6/Mb) (Salem et al., 

2018). Este hecho ha limitado la identificación de variantes somáticas que podrían fungir como 

biomarcadores de diagnóstico (Singla et al., 2019).  

La anomalía más frecuente en los TCGT es la presencia del isocromosoma 12, que se reporta en el 

80% de los casos (Shen et al., 2018). Aunque no es una alteración necesaria para el desarrollo del 

tumor, es un evento impulsor del crecimiento invasivo (Buljubašić et al., 2018). Específicamente, en 

el brazo pequeño del cromosoma 12 se encuentran importantes elementos genéticos como el 

protooncogén K-RAS, así como genes relacionados con células madre, incluyendo NANOG y 

STELLAR. Estos genes experimentan una sobreexpresión debido a la presencia del i(12)p, 

contribuyendo aún más al proceso patológico.  

Los TCGT son altamente aneuploides. Por ejemplo, los no seminomas suelen ser hipotriploides y 

los seminomas suelen ser hipertriploides. La ganancia recurrente de los cromosomas 7, 8, 21, 22 y 

X así como la pérdida del cromosoma Y, se notifican sistemáticamente con una frecuencia del 25 al 

40 % en los pacientes con TCGT (Costa et al., 2017). La amplificación específica del gen KIT en la 

región 4q12 conduce a su sobreexpresión, constituyendo un mecanismo alternativo para la 

activación de la vía KIT-KITLGn(Litchfield, Summersgill, et al., 2015).  

En términos de los genes más frecuentemente mutados, los genes KIT, K-RAS, y N-RAS son los 

más destacados, presentando mutaciones en el 18%, 14%, y 4% de los casos, respectivamente. 

Estas variantes son exclusivas de tumores con componentes seminomatosos (ya sea SE puro o NS 

mixto) (Loveday et al., 2020; Shen et al., 2018). N-RAS y K-RAS son protooncogenes que se 
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relacionan con la activación de múltiples vías, incluyendo Raf/MEK/ERK y PI3K (Hacioglu et al., 

2017).  

Además, se han identificado otras variantes somáticas en diversos genes como: FGFR3, MDM2, 

BRAF, AKT1, PIK3CA, RPL5, RAC1, CDC27 y NCOA3 (Bagrodia et al., 2016; González-Barrios 

et al., 2022; Loveday et al., 2020; Shen et al., 2018; Taylor-Weiner et al., 2016). Específicamente, 

las mutaciones con pérdida de función en CDC27 son reconocidas como biomarcadores de mal 

pronóstico en diferentes tipos de cáncer (Kazemi-Sefat et al., 2021).  

En contraste, los TCGT exhiben una notable ausencia de mutaciones en el gen TP53. Aunque el 

97% de los casos secuenciados tienen la copia del gen de tipo silvestre, se sabe que la vía de 

señalización de p53 se ve afectada de manera indirecta debido a la sobreexpresión de inhibidores 

como MDM2, así como la influencia de microRNAs específicos, como miR-372 y miR-373, que 

también contribuyen a modular su actividad (Litchfield et al., 2016).  

Los perfiles transcripcionales han identificado diferentes firmas genéticas para cada subtipo 

histológico. De manera general, los genes asociados a la espermatogénesis (PRAME, MAGEA4 y 

SPAG1) y la señalización K-RAS son sobreexpresados en SE. Los  genes reguladores como 

DNMT3B y SOX2 son sobrexpresados en subtipos NS, además de que muestran un enriquecimiento 

en la vía Wnt y MYC (Biermann et al., 2007; Shen et al., 2018). Las muestras con componentes de 

teratoma tenían altas actividades en la vía mTOR y una baja expresión de miR-371a-3p, un marcador 

que está dramáticamente representado en el resto de los TCGT (Nicu et al., 2022; Shen et al., 2018).  

En resumen, los tumores de células germinales de testículo tienen una base genética compleja que 

involucra tanto alteraciones germinales como somáticas. Las variantes germinales pueden aumentar 

la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad, mientras que las mutaciones adquiridas y las 

alteraciones cromosómicas son factores somáticos que contribuyen a la transformación maligna de 

las células germinales durante la progresión de los TCGT. 

A medida que profundizamos en las bases moleculares que subyacen en el desarrollo de estos 

tumores, se abren oportunidades para establecer conexiones más sólidas entre estos cambios 

genómicos específicos y las manifestaciones clínicas y sintomatología de la enfermedad. Este 

enfoque nos permitirá identificar biomarcadores útiles para el desarrollo de enfoques terapéuticos 

más precisos y efectivos. 

1.1.4. Sintomatología de los TCGT 

Los pacientes con cáncer de testículo pueden experimentar una variedad de síntomas, el 

agrandamiento de un testículo y un pequeño bulto o área de dureza son los primeros signos de 

cáncer de testículo. A menudo, estas masas palpables son indoloras y se descubren por el paciente 

o en exámenes médicos de rutina.  

En casos avanzados los pacientes pueden experimentar dolor, sensación de peso o inflamación en 

el área testicular. Además de una acumulación súbita de líquido en el escroto y dolor sordo en la 

parte inferior del abdomen o la ingle. En casos muy raros se presenta sensibilidad en las mamas.  

Cuando los TCGT se han propagado a través de la sangre o los ganglios linfáticos a otras partes de 

cuerpo como los pulmones, el pecho o el cerebro; las metástasis pueden causar síntomas 

adicionales según la ubicación afectada (American Society of Clinical Oncology (ASCO), 2021; 

Chovanec & Cheng, 2022).  
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1.1.5. Diagnóstico y tratamiento 

La orquiectomía radical es el procedimiento terapéutico inicial tras el hallazgo de un tumor testicular 

en el examen físico y/o ecografía escrotal, debido a que la biopsia está contraindicada.  El estudio 

histopatológico de la pieza es fundamental ya que dependerá de la clasificación el grupo de riesgo y 

el manejo de los pacientes (Lakpour et al., 2021). 

El diagnóstico requiere la medición de los marcadores tumorales séricos alfafetoproteína (AFP), la 

gonadotropina coriónica humana (hCG) y la lactato deshidrogenasa (LDH) antes y después de la 

orquiectomía, además de la realización de un estudio de imágenes del tórax, el abdomen y la pelvis 

(Batool et al., 2019; Chovanec & Cheng, 2022). 

Para el estadiaje de los pacientes se utiliza la escala de tumor, nodo, metástasis (TNM) de 2016. La 

enfermedad en estadio I se caracteriza como un tumor confinado al testículo y los niveles normales 

de marcadores tumorales séricos post-orquiectomía. En el Estadio II el cáncer se ha diseminado a 

los ganglios linfáticos retroperitoneales y en el Estadio III el cáncer se ha extendido a partes distantes 

del cuerpo (Brierley et al., 2017). 

El Grupo Colaborativo Internacional sobre Cáncer de Células Germinales (IGCCCG) introdujo el 

modelo de estratificación de riesgo de los pacientes. De acuerdo con las características del estadio, 

niveles de marcadores séricos y el tipo histológico se clasificarán en tres grupos de riesgo:  bueno, 

intermedio y pobre, con tasas de supervivencia a cinco años del 96 %, 89 % y 67 %, respectivamente, 

en los pacientes de tipo histológico no seminoma. Ningún paciente con histología seminoma se 

considera de pobre pronóstico (Beyer et al., 2021; Chovanec & Cheng, 2022; Gillessen et al., 2021). 

La quimioterapia, que es indicada para la enfermedad avanzada o metastásica de estadios II-III, 

comprende tres agentes que dañan el DNA: cisplatino, bleomicina y etopósido (BEP). El cisplatino 

ejerce su efecto citotóxico mediante la unión covalente al DNA. Los aductos ocasionan torsión de la 

hebra doble del DNA y por consiguiente el rompimiento de cadena doble, lo que finalmente 

desencadenará la muerte celular por apoptosis (Ferry et al., 2000). Existe evidencia que sugiere que 

líneas celulares derivadas de TCGT, poseen deficiencias en su habilidad para reparar el daño 

ocasionado por los aductos de DNA-cisplatino, que explica parcialmente la buena respuesta de estos 

tumores a la terapia BEP (Revisado en Cuevas-Estrada et al., 2023; Országhová et al., 2022).  

Debido a la alta sensibilidad de los TCGT a la terapia basada en cisplatino, el cáncer testicular es el 

tumor sólido más curable, con una tasa de supervivencia relativa total de 10 años de más del 95%. 

Incluso para los pacientes que recaen, aproximadamente el 50% de ellos lograrán una remisión 

completa con una quimioterapia multimodal de rescate. Una minoría de los pacientes estimada entre 

el 5 y 10 % de los pacientes con TCGT presentan un fenotipo de resistencia a la terapia basada en 

platino, lo que se traduce en una expectativa de vida es de pocos meses. La edad promedio de 

muerte de estos hombres es de 32 años (Litchfield et al., 2016; Lobo et al., 2020).  

Estos tumores son clínicamente importantes porque la mayoría de ellos ocurren entre los 20 y 45 

años, la edad más productiva de los hombres (Elzinga-Tinke et al., 2015). El éxito del tratamiento 

posibilita que incluso aquellos pacientes en fases avanzadas tengan una esperanza de vida 

extendida por varias décadas. No obstante, los efectos a largo plazo de la quimioterapia o la 

radioterapia pueden afectar potencialmente la calidad de vida de los pacientes. Se han reportado 

problemas de infertilidad, síndrome metabólico, el daño vascular, cardíaco, neurotoxicidad y 

susceptibilidad a desarrollar neoplasias secundarias (Cheng et al., 2018; Mir et al., 2016; Smith et al., 

2018).  
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Con el propósito de sintetizar los aspectos más importantes descritos en esta sección, se ha 

elaborado la Figura 1, que traza de manera gráfica el panorama clínico-patológico de los TCGT a lo 

largo de una línea temporal. Esta representación abarca desde el origen del tumor hasta la 

descripción de las problemáticas de supervivencia a largo plazo observadas en los pacientes. 

 

Figura 1. Características clínicas de los tumores de células germinales de testículo (TCGT) resumidas 

mediante un enfoque de línea de tiempo. (A) Durante el desarrollo fetal, las células germinales sufren un proceso 
de transformación influenciado por factores genéticos y del microambiente celular. Esta transformación puede 
dar lugar al desarrollo de la lesión preinvasiva conocida como neoplasia de células germinales in situ (GCNIS). 
(B) La estimulación hormonal característica de la etapa adolescente, así como la exposición a diferentes 
factores ambientales, hace que estas células ganen características proliferativas e invasivas que llevan al 
desarrollo y manifestación clínica de los TCGT. El tratamiento estándar para estos tumores es la orquiectomía 
radical, que es seguida por un análisis de la pieza tumoral junto con estudios de química sanguínea e imagen. 
(C) Estos procedimientos permiten determinar la histología del tumor, su estadio, el grupo de riesgo y el manejo 
clínico adecuado para cada paciente. En los casos de estadio II y III, se indica la quimioterapia con Bleomicina, 
etopósido y cisplatino (BEP). La alta sensibilidad de los TCGT a estas terapias es responsable de la notable 
tasa de supervivencia del 95% de los casos a 10 años. Lamentablemente una minoría de los pacientes son 
quimio-resistentes, para ellos, no hay segundas líneas de tratamientos efectivas y la esperanza de vida es baja. 
Los sobrevivientes de TCGT pueden experimentar efectos adversos a largo plazo, como hepatotoxicidad, 
infertilidad y un mayor riesgo de desarrollar neoplasias secundarias. ESCs: células madre embrionarias, PGC: 
células germinales primordiales, SE: seminoma, NS: no seminoma, B: Bueno, I: Intermedio, P: Pobre. Esta 
imagen fue generada con BioRender (https://www.biorender.com/). 

 

1.2. Panorama epidemiológico del cáncer testicular. 

1.2.1. El cáncer de testículo en México 

En México, según el Instituto Nacional de Estadística Geografía e Información, en 2019 el 12% de 

las defunciones en el país estuvieron vinculadas a tumores malignos. Destaca que el cáncer de 

órganos genitales ocupa el segundo lugar en términos de morbilidad hospitalaria para la población 

de 20 años en adelante, tanto en población masculina como femenina (INEGI, 2021). Aunque el 

cáncer es un problema grave de salud pública no existen datos actualizados de la estadística de la 

incidencia nacional de los diferentes tumores malignos posterior a la última revisión del Registro 

Histopatológico de Neoplasias Malignas del 2003.  

https://www.biorender.com/
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Hoy en día, la información relativa a la incidencia de cáncer a nivel nacional se basa en su mayoría 

en estudios retrospectivos que analizan la frecuencia de las distintas neoplasias en cohortes 

institucionales registradas durante periodos específicos. En este contexto, ejemplos como la Unidad 

Oncológica del Hospital Juárez, que utilizó datos del período 2006-2010 (Herrera et al., 2014), y el 

Hospital de Oncología del Centro Médico Nacional Siglo XXI, con registros del 2005 al 2012 

(Martínez-Sánchez et al., 2013), identifican al cáncer de testículo como el cuarto tipo de cáncer más 

frecuente en varones.  

Por otra parte, las investigaciones realizadas por el Instituto Nacional de Cancerología (INCan), 

basadas en datos proporcionados por Mohar et al., (1997) y de Rizo Ríos et al., (2007) señalan que 

desde 1985 hasta el 2004, el TCa fue el tumor de mayor incidencia en su población masculina. 

Aunque los datos obtenidos de estos hospitales de alta especialidad con sede en la Ciudad de 

México pueden considerarse un reflejo cercano de la incidencia de cáncer en el país, ya que sus 

registros abarcan tanto a la población local como a la procedente de otros estados densamente 

poblados, es importante destacar que estos resultados aún subestiman la verdadera magnitud del 

problema. En efecto, esta aproximación no necesariamente abarca los casos de las etapas clínicas 

más tempranas que no son detectados, ni tampoco las etapas avanzadas que ya no son tratadas 

(Martínez-Sánchez et al., 2013). Además, es crucial considerar que estos registros no representan 

al sector de la población que no tiene acceso a los servicios de salud de estas instituciones debido 

a restricciones económicas que les impiden trasladarse desde comunidades remotas en el país hasta 

la Ciudad de México.  

En un esfuerzo por obtener un panorama más representativo de la situación nacional, el grupo de 

trabajo en Cáncer Genitourinario de Jiménez-Ríos y colaboradores realizó un registro epidemiológico 

de cáncer genitourinario entre 2007-2009 y designó 5 grupos geográficos para organizar y recopilar 

la información: 1) Zona Centro, 2) Zona Norte-Noreste, 3) Zona Occidente-Bajío, 4) Zona Sur-Oriente 

y 5) Zona Noroeste-Golfo de Cortés. En todas las regiones consideradas, TCa se mantuvo 

consistentemente por debajo del cáncer de próstata en términos de frecuencia. No obstante, en la 

Zona Centro se observó la cifra más elevada de casos de TCa, abarcando un 25.2% del total de 

registros en su estudio retrospectivo (Jiménez-Ríos et al., 2011). 

Una observación común a lo largo de estas publicaciones ha sido el incremento gradual en el número 

de nuevos casos de cáncer que afectan el sistema genitourinario con el transcurso de los años. Todo 

esto subraya la necesidad apremiante de contar con un registro nacional actualizado y representativo 

que brinde evidencia sobre el aumento en la incidencia del cáncer testicular a nivel nacional. Esto 

respaldaría la urgencia de implementar políticas públicas a nivel nacional destinadas a la detección 

temprana y el tratamiento de esta enfermedad. 

Curiosamente, el dato más aproximado para la incidencia del TCa en México proviene de la base de 

datos GLOBOCAN (Global Cancer Observatory) de la Agencia Internacional de Investigación del 

Cáncer (IARC). Esta entidad estima la incidencia de cada tipo de neoplasia mediante modelos que 

utilizan las tasas de mortalidad nacionales de la Organización Mundial de la Salud y los registros de 

incidencia de cáncer en países vecinos Según el informe del 2020, la IARC calculó una tasa de 

incidencia de cáncer testicular en México de 4.9 casos por cada 100,000 habitantes y estimó que 

esta enfermedad fue responsable de 670 fallecimientos (Sung et al., 2021). 
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1.2.2. El cáncer testicular en Latinoamérica 

Los datos proporcionados por GLOBOCAN ofrecen la posibilidad de realizar una evaluación 

comparativa de la situación de nuestro país en el contexto global. Aunque los datos estimados para 

el año 2020 de los 20 países con la tasa de incidencia estandarizada por edad (ASIR) más alta por 

cada 100,000 habitantes (Figura 2A) no ubican a México dentro de esa lista, resulta que cuando 

medimos el parámetro de la tasa de mortalidad estandarizada por edad (ASDR), nuestro país ocupa 

el tercer lugar, justo por detrás de Argentina y Fiyi (Figura 2B). Una inspección más detenida de esta 

gráfica resalta el inquietante hecho de que de los 20 países enlistados, nueve son de América Latina. 

 

Figura 2. Países con los mayores índices de incidencia y mortalidad asociados al cáncer de testículo.  (A) Tasa 
de incidencia estandarizada por edad (ASIR) por cada 100,000 habitantes. (B) Tasa de mortalidad 
estandarizada por edad (ASDR).  Datos obtenidos de GLOBOCAN 2020.  

La comparación de las tasas de incidencia y mortalidad entre los distintos continentes resalta que, a 

pesar de no ser la región de mayor incidencia, América Latina y el Caribe presentan el índice de 

mortalidad más alto (Figura 3). Las investigaciones que analizan las tendencias globales de estos 

indicadores a lo largo del tiempo concluyen que la incidencia mundial del cáncer de testículo ha 

aumentado gradualmente en las últimas cuatro décadas, afectando principalmente a las poblaciones 

de Europa occidental y del norte (Park et al., 2018). En contraste, la mortalidad en la mayoría de los 

países desarrollados ha disminuido; sin embargo, este patrón no es uniforme, ya que regiones como 

Latinoamérica y otras zonas de bajos ingresos, como África, no han mostrado cambios significativos 

en las tasas de mortalidad en el período reciente (Znaor et al., 2014). Incluso se menciona que 

Centroamérica y Sudamérica han experimentado los mayores incrementos en la tasa de mortalidad 

desde 1990 hasta 2016 (Cai et al., 2020). 

Además de lo anterior, un análisis de la Base de datos Nacional de Cáncer, que consideró a 49,607 

pacientes caucásicos no hispanos (81.5%) y a 6,724 pacientes hispanos (11.0%) diagnosticados con 

TCGT en Estados Unidos, reveló que la edad promedio al momento del diagnóstico de TCGT era 

cinco años menor en hombres hispanos en comparación con los hombres blancos. Por otro lado, los 

pacientes hispanos tenían una mayor probabilidad de presentar una histología no seminomatosa 

(Woldu et al., 2018).  
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Figura 3. Tasa de incidencia y mortalidad estandarizada por edad (ASR) del cáncer testicular estimada en el 
2020 para cada continente. Datos obtenidos de GLOBOCAN 2020. 

La interpretación de esta estabilización en la tasa de mortalidad en Latinoamérica, en contraposición 

con la tendencia a la baja en el resto del mundo, presenta un desafío considerable. Aunque la 

explicación principal tiene una tendencia a centrarse en motivos socioeconómicos (Goss et al., 2013; 

Znaor et al., 2014) no se puede descartar la influencia de factores genéticos que podrían estar 

relacionados con la predisposición al TCGT y la respuesta al tratamiento. Las observaciones podrían 

sugerir que en Latinoamérica la incidencia del fenómeno de resistencia es más común que en otras 

regiones (González-Barrios et al., 2022), o bien, que los pacientes con TCGT tienden a presentar 

con mayor frecuencia la histología no seminomatosa, que se caracteriza por ser más agresiva.  

En este contexto, los estudios de asociación de tipo casos-control se presentan como una 

herramienta valiosa para explorar en profundidad los factores genéticos que pueden estar 

contribuyendo a las diferencias observadas en la tasa de mortalidad y la respuesta al tratamiento en 

poblaciones latinoamericanas, aún más considerando el hecho de que a nivel global las iniciativas 

de secuenciación masiva en torno a la enfermedad tienen una muy poca representatividad de 

pacientes de origen latino. 

1.3. Los estudios de asociación de tipo casos-control.   

Un enfoque ampliamente utilizado en la investigación para explorar la posible relación entre variantes 

genéticas y la susceptibilidad a enfermedades es el estudio de asociación de tipo casos-control. En 

este diseño, se determina sí existe una diferencia significativa en la frecuencia alélica de las variantes 

entre dos grupos seleccionados de una misma población: aquellos que presentan el fenotipo de 

estudio son los casos y aquellos con la ausencia del evento o la enfermedad, son los controles 

(Lazcano-Ponce et al., 2001).   

El método más simple para evaluar la asociación de las variantes individualmente implica el uso de 

una tabla de contingencia y técnicas de regresión logística (Bansal et al., 2010). Si una variante 

genética aumenta la susceptibilidad de una persona a desarrollar una enfermedad, se espera que 

dicha variante sea más frecuente entre los individuos clasificados como casos que en el grupo de 

controles. 
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Este enfoque presupone que cualquier diferencia observada en las frecuencias alélicas entre grupos 

guarda una relación directa con el resultado medido (Cardon & Palmer, 2003). Sin embargo, la 

evidencia estadística de la asociación entre un alelo y un fenotipo puede explicarse a través de tres 

contextos diversos. En primer término, se establece una asociación directa cuando el alelo influye 

directamente en la expresión del fenotipo. En segundo lugar, se puede detectar una asociación 

indirecta, cuando la variante exhibe correlación o desequilibrio de ligamiento con el auténtico alelo 

causal del fenotipo, que ocupa una posición extremadamente cercana en el cromosoma. En tercer 

lugar, pueden generarse asociaciones espurias que se atribuyan a factores de confusión o sesgos 

en la selección de los individuos (Kiezun et al., 2012). Por ejemplo, las relaciones cripticas y la 

estratificación poblacional. 

Las relaciones cripticas se refieren a parentescos o vínculos familiares entre individuos que no fueron 

reconocidos o documentados. Estas relaciones introducen un mayor nivel de complejidad a nivel 

genético, ya que pueden resultar en una mayor semejanza dentro de un grupo específico. Esto, a su 

vez, enmascara las diferencias reales en la frecuencia de las variantes entre los casos y controles, 

propiciando un aumento de asociaciones de tipo falso-positivo (Sul et al., 2018). 

Po su parte, la estratificación poblacional se manifiesta como un fenómeno en el cual los casos y 

controles carecen de una subestructura genética similar. Esto se debe a que la población de la cual 

se muestrean los casos no coincide con la de los controles (Cardon & Palmer, 2003; Timpson et al., 

2018). Cada población tiene una historia genética y social única, lo que resulta en patrones 

ancestrales de migración geográfica, cuellos de botella reproductivos y variación estocástica, que a 

su vez generan discrepancias en las frecuencias alélicas entre individuos de distintos orígenes 

étnicos. En este caso, las diferencias en las frecuencias alélicas entre los grupos no indican una 

asociación con la enfermedad, sino más bien con los antecedentes genéticos de la población 

(Cardon & Palmer, 2003; O’Connor et al., 2013; Zondervan et al., 2002).  

Las poblaciones latinoamericanas exhiben diversos niveles de mestizaje, donde predominan los 

componentes parentales indígenas y europeos, con variaciones significativas entre distintas 

regiones. Un análisis que abarcó a 13 poblaciones mestizas de América Latina reveló que el 

componente indígena oscila entre el 71.9% y el 20.4%, mientras que el componente europeo varía 

entre el 25.2% y el 69.6%. Específicamente para los individuos de la Ciudad de México, el 

componente indígena promedio fue del 39.8% y el europeo del 56.8% (S. Wang et al., 2008).   

En 2009, el Proyecto del Genoma Mexicano evaluó los datos de 300 individuos de seis estados 

distantes geográficamente (Sonora, Zacatecas, Guanajuato, Guerrero, Veracruz y Yucatán). Los 

resultados establecieron que la arquitectura genética de la población mestizo-mexicana era 55.2 % 

de ascendencia amerindia, 41.8 % europea, 1.0 % africana y 1.2% asiática. Donde la estimación de 

composición europea más alta fue de 61% para el grupo de Sonora (Silva-Zolezzi et al., 2009).  

Estos hallazgos ofrecen una perspectiva inicial sobre la subestructura genética esperada en la 

población mestiza mexicana, que debe ser considerada en el diseño de los estudios de asociación, 

junto con el resto de los sesgos de selección. En la actualidad, los enfoques masivos como la 

secuenciación de exoma completo generan una visión detallada de la variación genética de los 

individuos puestos a prueba, con los datos suficientes para identificar esta complejidad e incluirla en 

los métodos de análisis de casos y controles.  

1.4. Secuenciación de exomas completos.  

La secuenciación de exoma completo ha acelerado los avances en la genética médica, abriendo la 

puerta a la posibilidad de tomar decisiones orientadas a la medicina personalizada en el ámbito 

clínico. Mediante esta tecnología, se determina la secuencia de todas las regiones codificantes de 
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los genes conocidos (Federici & Soddu, 2020). Y, dado que se estima que el 85% de las mutaciones 

causantes de enfermedades se localizan en regiones codificantes y funcionales del genoma, se 

espera que los datos generados por WES sigan teniendo un potencial significativo para revelar las 

causas subyacentes de una amplia gama de enfermedades (Rabbani et al., 2014).  

Básicamente, el procedimiento comienza con la obtención del DNA de interés, que puede ser 

extraído de muestras de sangre o tejido. Luego, se realiza el proceso de captura, donde se aíslan y 

amplifican selectivamente los fragmentos específicos de la molécula que contienen los exones, 

preparándolos para su posterior secuenciación (Singleton, 2011). Finalmente, el equipo de 

secuenciación genera una vasta cantidad de datos de secuencias cortas conocidas como "lecturas".  

La técnica de captura permite que los recursos de la secuenciación se concentren en las regiones 

de interés. Así pues, la cobertura de la secuenciación abarca aproximadamente el 95% de los exones 

totales del genoma (Rabbani et al., 2014). Además, cada base nucleotídica en los exones está 

representada en varias lecturas, así pues, una mayor profundidad en la secuencia aumenta la 

confiabilidad de los datos, ya que reduce la posibilidad de errores de secuenciación. La profundidad 

de secuenciación promedio que se emplea en estudios clínicos de WES es igual o mayor a 60X. 

En la fase de análisis bioinformático las lecturas son alineadas a un genoma de referencia para 

reconstruir la secuencia original. Las diferencias identificadas entre la muestra y el genoma de 

referencia son almacenadas en un archivo de texto conocido como formato de llamado de variantes 

(VCF) donde se enlistan las variantes de un solo nucleótido, inserciones, deleciones y cambios en 

el número de copias (CNVs) encontradas. Las bases de datos pueden usar este archivo para anotar 

las diferentes características de cada variante, y con ello facilitar la identificación de mutaciones 

relevantes para el fenotipo estudiado.  

En general, el gran interés en la secuenciación del exoma proviene de tres factores: el potencial para 

identificar muchos genes subyacentes a rasgos complejos, la anotación funcional directa de las 

variantes y un costo sustancialmente menor que el de la secuenciación del genoma completo (Kiezun 

et al., 2012).  

1.4.1. WES en el análisis de variantes raras.  

En la genética de rasgos complejos, la secuenciación del exoma se emplea para identificar variantes 

de codificación raras que no son detectables mediante estudios de asociación del genoma completo 

(GWAS), que se basan en microarreglos (Kiezun et al., 2012). Los GWAS están diseñados para 

detectar variantes comunes, las cuales tienen una frecuencia alélica (AF) que supera el 1% en la 

población. Aunque algunas de estas variantes pueden poseer un impacto funcional significativo, 

muchas de ellas tienen efectos neutros o sutiles en la función génica. Sin embargo, a pesar de la 

relevancia de las variantes comunes, estas no han logrado explicar una parte significativa de la 

heredabilidad de enfermedades complejas (Eichler et al., 2010; Manolio et al., 2009). Por esta razón, 

surge un interés cada vez mayor en explorar de manera sistemática la contribución de las variantes 

raras en el desarrollo de enfermedades (O’Connor et al., 2013). 

Las variantes raras tienen una frecuencia poblacional baja, generalmente inferior al 1%, y presentan 

notables diferencias en comparación con las variantes comunes. En primer lugar, exhiben una menor 

tendencia al desequilibrio de ligamiento, son más específicas entre las distintas poblaciones y tienen 

un mayor impacto en la función y expresión génica (Momozawa & Mizukami, 2021). Para ilustrarlo 

mejor, la proporción de variantes no sinónimas es mayor entre las variantes raras que entre las 

comunes (Y. Li et al., 2010). Es importante mencionar que solo unas pocas variantes comunes 

previamente reportadas en la literatura las que han asociadas con alguna enfermedad directamente, 

y que presentan razones de probabilidades (OR) mayores a dos. En contraposición, la mayoría de 
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las variantes raras identificadas muestran un OR mayor a dos, con un promedio de OR de 3.74 

(Asimit & Zeggini, 2010; Rabbani et al., 2014).  

En los estudios de secuenciación de exoma se detectan entre 100 y 400 variantes no sinónimas 

raras en cada una las muestras (Ioannidis et al., 2016; Tennessen et al., 2012). No obstante, debido 

al hecho de que las variantes raras son menos frecuentes, su identificación y estudio a menudo 

requieren cohortes grandes y enfoques específicos de análisis. Por ejemplo, las estrategias para 

abordar las variantes raras pueden aprovechar y mejorar la potencia estadística mediante la 

estratificación o selección de variantes basadas en su relevancia funcional. Esto puede incluir 

priorizar variantes sin sentido por encima de las variantes sinónimas (Kiezun et al., 2012). Otro 

enfoque podría ser la estratificación de genes candidatos según su expresión en un tejido relevante 

para la enfermedad de interés, o incluso basándose en la patogenicidad predicha de la variante 

(Kiezun et al., 2012; Uffelmann et al., 2021).  

1.4.2. Clasificación de las variantes en función de su patogenicidad.  

La clasificación de las variantes en los datos de secuenciación de exoma es de suma importancia 

para comprender mejor su relevancia clínica y su potencial impacto en la salud. Identificar las 

variantes que tienen el potencial de causar enfermedades puede orientar la toma de decisiones 

médicas y proporcionar un enfoque más preciso en el diagnóstico, pronóstico y tratamiento de 

enfermedades genéticas (Cannon et al., 2023). 

El Colegio Estadounidense de Genética Médica y Genómica (ACMG) y la Asociación de Patología 

Molecular (AMP) han definido estándares para la clasificación de variantes de secuencia, basado en 

la interpretación de distintos tipos de evidencia incluidos los datos de la frecuencia alélica de las 

variantes en grandes poblaciones reportados en las bases de datos como gnomAD, predicciones 

computacionales, datos funcionales, análisis de segregación de la variante en una familia, etc 

(Richards et al., 2015).  

Se recomendó el uso de cinco categorías para la clasificación de una variante: benigna, 

probablemente benigna (LB), variante de significado incierto (VUS), probablemente patogénica (LP) 

y patogénica. En la actualidad, ClinVar es la base de datos pública más empleada por la comunidad 

científica y clínica a nivel mundial para consultar la interpretación consenso sobre la asignación que 

ha recibido cada una de las variantes por los diferentes laboratorios que presentan evidencia (Henrie 

et al., 2018; MacArthur et al., 2014).  

Una variante clasificada como patogénica indica que hay evidencia que respalda que la variante 

causa o contribuye a una condición médica, como el hecho de que la variante se encuentre en un 

gen en el que la pérdida de función es un mecanismo conocido de enfermedad, que la variante 

provoque el mismo cambio de aminoácido que una variante patogénica previamente establecida, En 

contraste, una asignación benigna indica que se ha acumulado evidencia que sugiere que la variante 

no tiene un efecto significativo en la salud y es poco probable que cause una condición médica. Esta 

evidencia puede incluir, por ejemplo, que se registre una AF >5% en las bases de datos 

poblacionales, la falta de segregación en miembros afectados de una familia, entre otros (Richards 

et al., 2015).  

El uso del término "probable" debe restringirse a variantes en las que los datos respalden una 

probabilidad mayor al 90% de que la variante sea patogénica o una alta probabilidad de que sea 

benigno (Richards et al., 2015). 

Finalmente, si una variante no cumple con los criterios utilizando cualquiera de estos conjuntos 

(patógenos o benignos), o si la evidencia de benigno y patógeno es contradictoria, el valor 
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predeterminado de la variante es VUS. La mayoría de las variantes encontradas por las tecnologías 

de secuenciación masiva son de significado incierto, porque la validación experimental para el gran 

número de variantes raras detectadas es inviable. Sin embargo, se han desarrollado numerosos 

algoritmos de predicción de patogenicidad in silico para mejorar su interpretación.  

Estos algoritmos que incorporan ciertas líneas de evidencia para predecir el impacto de la variación 

en la función de la proteína, por ejemplo, la conservación evolutiva de secuencias entre especies, 

efectos estructurales y distancias fisicoquímicas, la frecuencia alélica, entre otros (Cannon et al., 

2023; Moghadasi et al., 2016). Existen herramientas que toman las anotaciones de otros predictores 

para generar modelos se aprendizaje automático que permitan una clasificación propia.  

Entre estas herramientas de conjunto encontramos a REVEL (Rare Exome Variant Ensemble 

Learner), que incorpora las predicciones de 13 predictores diferentes y asigna un puntaje entre 0 y 

1, donde las puntuaciones más altas reflejan una mayor probabilidad de que la variante cause la 

enfermedad (Ioannidis et al., 2016).  

Por su parte, CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) usa más de 60 anotaciones para 

puntuar cualquier posible SNV que puede generarse en el genoma de referencia humano. Define 

cuáles de todas estas simulaciones son alelos que se han fijado en los humanos y supone que las 

variantes deletéreas son aquellas que desaparecieron con el proceso de selección natural. Una 

puntación en escala Phed de 10 indica que se predice que la variante estará dentro del 10% de las 

sustituciones más perjudiciales en el genoma humano, con una puntuación de 20 se prevé que esté 

dentro del 1% de las variantes más perjudiciales, y así sucesivamente (Kircher et al., 2014; Rentzsch 

et al., 2019, 2021).  

Dentro de las limitaciones más importantes que hay que considerar cuando se emplean estas 

herramientas es que las puntuaciones se generan por un análisis de las variantes de manera 

independiente, sin considerar como se pueden relacionar con otras variantes en el mismo gen o 

genes relacionados. Además, las bases de datos utilizadas por las herramientas deben actualizarse 

constantemente con nueva información genética y funcional para mantener su relevancia y precisión. 

En definitiva, aun considerando sus limitaciones, los predictores de patogenicidad son herramientas 

útiles para la evaluación de variantes genéticas, sirviendo como guía en la selección de variantes 

candidatas para un análisis más detallado donde se contrasten datos experimentales ara una 

interpretación completa y precisa de la patogenicidad de cada mutación.  

De manera específica, en este trabajo se usaron datos de WES de las muestras de sangre periférica 

de pacientes con TCGT para buscar alteraciones genéticas específicas que se asocien a la 

susceptibilidad a los TCGT. Al combinar la información generada por la secuenciación con la 

evaluación de la patogenicidad in silico, se obtiene una comprensión más completa de las variantes 

genéticas que desempeñan un papel crucial en el desarrollo y progresión de los TCGT. Este enfoque 

integrado permite la identificación de biomarcadores potenciales de riesgo que pueden contribuir a 

la mejora de los enfoques terapéuticos dirigidos y personalizados para los pacientes afectados por 

esta enfermedad.  
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS  

En nuestro Laboratorio de Carcinogénesis del Instituto Nacional de Cancerología se planteó en el 

2018 un protocolo de investigación interno titulado “Identificación de firmas moleculares en la 

predicción de la respuesta al tratamiento con quimioterapia basada en platino en pacientes con 

tumores de células germinales de testículo (TCGT)” aprobado por el Comité de Investigación y el 

Comité de Ética en Investigación del INCan bajo los números (012/031/ICI) (CEI/783/12), 

respectivamente.  

En este proyecto se generó un biobanco con las muestras de sangre periférica y piezas tumorales 

extraídas durante la orquiectomía radical de más de 250 pacientes con diagnóstico clínico-patológico 

de TCGT tratados entre 2008 y 2020 en el INCan. De manera paralela, se generó una base de datos 

con los archivos de secuenciación de exomas de la muestra tumoral y de sangre periférica de 40 

individuos de la cohorte TCGT, seleccionados bajo estrictos criterios de inclusión y exclusión 

orientados a los objetivos del proyecto.  

Los resultados del trabajo fueron publicados en 2022 y describen por primera vez las características 

genómicas de la resistencia al platino en la población mexicana. Los hallazgos de esta investigación 

confirmaron que los TCGT presentan una carga de mutaciones baja (0.5 mutaciones/Mb), en 

comparación con otros tumores sólidos como el melanoma y el cáncer de pulmón. Sin embargo, fue 

relevante observar que nuestros pacientes exhibieron un mayor TMB en comparación con la cifra 

internacionalmente reportada por el TCGA (The Cancer Genome Atlas Program) para los tumores 

de células germinales testiculares, que se sitúa en 0.31 mutaciones/Mb (Figura 4). 

 

Figura 4. Comparación de la carga de mutaciones tumorales en la cohorte INCan-TCGT frente a las muestras 

de TCGA (The Cancer Genome Atlas Program). Frecuencias medias de variantes somáticas informadas en la 
secuenciación del exoma (líneas horizontales) en múltiples tipos de tumores informados en TCGA. Las 
frecuencias se reportan en mutaciones por megabase (Mb) y se disponen en orden descendente. En términos 
generales, la cohorte INCan-TCGT (puntos naranja y azul) ha demostrado (tanto muestras sensibles como 
resistentes al platino) que la tasa de mutación es mayor que la informada en TCGA para tumores TCGT (punto 
rojo). SKCM: Melanoma cutáneo de la piel, LUSC: Carcinoma de células escamosas de pulmón, LUAD: 
Adenocarcinoma de pulmón, BLCA: Carcinoma urotelial de vejiga, COAD: Adenocarcinoma de colon; STAD: 
Adenocarcinoma de estómago, DLBC: Linfoma difuso de células B grandes; HNSC: Carcinoma de células 
escamosas de cabeza y cuello, ESCA: Carcinoma de esófago, READ: Adenocarcinoma de recto, CESC: 
Carcinoma de células escamosas de cuello uterino y adenocarcinoma endocervical, LIHC: Carcinoma 
hepatocelular de hígado, UCEC: Carcinoma endometrial del cuerpo uterino, OV: Adenocarcinoma seroso de 



- 24 - 

 

ovario, KIRP: Sarcoma de células claras del riñón, KIRC: Carcinoma renal de células claras de riñón, GBM: 
Glioblastoma multiforme, UCS: Carcinosarcoma uterino,  CHOL: Colangiocarcinoma, BRCA : Carcinoma 
invasivo de mama, SARC: Sarcoma, PAAD: Adenocarcinoma de páncreas, LGG: Glioma cerebral de grado 
inferior, MESO: Mesotelioma, PRAD: Adenocarcinoma de próstata, ACC: Carcinoma suprarrenocortical, KICH: 
Cromófobo renal, THYM: Timoma, UVM: Melanoma uveal, THCA: Carcinoma de tiroides, LAML: Leucemia 
mieloide aguda, PCPG: Feocromocitoma y paraganglioma. Modificado de González-Barrios et al., 2022. 

El conjunto de mutaciones más frecuentes se localiza en los genes COL6A3, NCOA3 y TNR, las 

cuales, hasta el momento no se habían reportado entre las bases de datos públicas. De manera 

interesante, nuestra cohorte no presentó variantes en el gen KIT y solo un 6% de los casos 

demostraron alteraciones en K-RAS. En general, la mayoría de las mutaciones parecían ser 

aleatorias y poco frecuentes en los diferentes grupos de respuesta. Esto sugirió que las mutaciones 

no eran la causa directa de la resistencia a la terapia, pero podrían conducir al riesgo de desarrollar 

este tipo de tumores. 

Los pacientes con TCGT que evaluamos presentaron patrones más claros de variación en el número 

de copias y alteraciones estructurales. La cohorte exhibió una marcada inestabilidad genómica. 

Curiosamente, se reportó una frecuencia mayor de eventos de ganancia o pérdida en los pacientes 

sensibles en comparación con los resistentes, lo que contrasta con las poblaciones estudiadas 

previamente. Específicamente, la amplificación en el segmento 2q11.1 distinguía significativamente 

a los pacientes sensibles y resistentes al platino, posicionándose como un posible biomarcador de 

sensibilidad a la quimioterapia basada en platino en pacientes de origen mexicano.  

En resumen, los resultados obtenidos de esta cohorte de pacientes con TCGT en el INCan apuntan 

a que las variantes somáticas más frecuentes de tipo SNV y CNV, difieren de las reportadas en 

cohortes europeas. Estos descubrimientos respaldan la noción de que existen diferencias genómicas 

sustanciales que caracterizan el desarrollo y la respuesta terapéutica a los TCGT en la población 

mexicana (González-Barrios et al., 2022). Por lo que basarse en los estudios realizados en 

poblaciones de origen europeo, no responde las razones de la incidencia y mortalidad que se 

observa en nuestra población y otras poblaciones latinas. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

México es el tercer país con la mayor tasa de mortalidad asociada al cáncer de testículo en todo el 

mundo y Latinoamérica lidera la lista a nivel continental. La persistente falta de una reducción 

significativa en las tasas de mortalidad en México y Latinoamérica en la última década, en contraste 

con las tendencias observadas en otras regiones del mundo, sugiere la posibilidad de que en nuestra 

población existan particularidades a nivel molecular que ejerzan influencia en el desarrollo y la 

evolución clínica de los TCGT 

Nuestra comprensión actual del componente genético como un factor de riesgo a los TCGT incluye 

la identificación de 78 variantes de riesgo bajo o moderado identificados en estudios de asociación 

del genoma completo. El problema radica en que la mayoría de los estudios que describen las 

variantes de susceptibilidad se han realizado en cohortes europeas o norteamericanas, lo que crea 

un vacío significativo en nuestra comprensión de cómo las características genómicas específicas de 

poblaciones latinoamericanas influyen en el riesgo de desarrollar los TCGT. Esta brecha se hace 

aún más aparente considerando que las variantes somáticas y las alteraciones estructurales más 

destacadas en los tumores de pacientes mexicanos exhiben variaciones en su frecuencia en 

comparación con los perfiles genómicos de otras poblaciones. 

Por lo tanto, es imperativo determinar cuáles son las variantes germinales patogénicas más 

frecuentes entre los pacientes mexicanos, con el fin obtener una comprensión más completa de los 

factores genéticos que influyen en la susceptibilidad a los TCGT en esta población. 

 

 

 

 

4. JUSTIFICACION 

El proyecto anterior del laboratorio en el INCan (González-Barrios et al., 2022), generó una base de 

datos de secuenciación de exoma que abarca el mayor número de individuos mexicanos reportada 

hasta el momento. Al analizar los archivos correspondientes a las muestras de sangre periférica, se 

abre la posibilidad de detectar variantes de riesgo específicas de la población del instituto, lo cual 

marca el primer paso hacia la comprensión de las bases genéticas del cáncer testicular en los 

pacientes mexicanos. 

Este valioso conocimiento podría guiar el desarrollo de paneles multigénicos diseñados para evaluar 

la susceptibilidad al cáncer testicular. Estos paneles representan herramientas esenciales para 

estratificar el riesgo de la enfermedad, elevar la precisión diagnóstica y permitir el enfoque 

personalizado en el manejo y tratamiento clínico de pacientes mexicanos que desarrollan tumores 

de células germinales de testículo.  
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5. HIPÓTESIS 

En la población mexicana existen variantes genéticas raras en línea germinal que están asociadas 

al riesgo a desarrollar tumores de células germinales de testículo. 

 

 

 

6. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo general 

Identificar variantes germinales de pueden estar asociadas con un mayor riesgo de desarrollar 

tumores testiculares de células germinales mediante el análisis de datos de secuenciación de exoma 

de una cohorte de pacientes mexicanos del Instituto Nacional de Cancerología.  

  

6.2. Objetivos particulares 

● Delimitar la población del estudio de asociación a partir de la exclusión de individuos con 

una composición ancestral distinta a la prevista para la población mestizo-mexicana.  

● Seleccionar y clasificar las variantes genéticas raras de interés para el desarrollo de TCGT, 

aplicando criterios de patogenicidad. 

● Determinar sí existe asociación estadística significativa de las variantes germinales 

seleccionadas con el desarrollo de TCGT.  

● Proponer un panel de variantes germinales con una fuerte correlación con los TCGT, que 

sean promisorias como candidatas para su futura validación en cohortes más grandes de 

TCGT 

● Reproducir los resultados de los datos de secuenciación de exomas en subconjuntos 

representativos de muestras de la cohorte TCGT a través de la técnica de RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism). 
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7. MÉTODOLOGÍA 

7.1. Diseño experimental:  

Este estudio es de naturaleza comparativa, retrospectiva y transversal, adoptando un diseño de 

casos y controles. El proyecto se divide en tres etapas:  

La primera etapa consistió en el escrutinio de los datos de secuenciación de exoma completo (WES, 

por sus siglas en ingles) de las muestras de sangre periférica de 40 pacientes con diagnóstico de 

TCGT del INCan generadas por el proyecto aprobado por el Comité de Investigación y el Comité de 

Ética en Investigación del INCan bajo los números (012/031/ICI) (CEI/783/12), respectivamente.  

Durante esta fase, se identificó y priorizó un conjunto de variantes raras (AF < 1%) en función de su 

significancia clínica y criterios de patogenicidad asociados a cada variante.  

En la segunda etapa, se comparó la frecuencia alélica de las variantes previamente seleccionadas 

en relación con la frecuencia observada en dos grupos control independientes: 

A) Controles (Grupo 1): 36 voluntarios sanos residentes de la CDMX y el Área Metropolitana, 

para los que se tienen los datos de secuenciación de exoma a partir de muestras de sangre 

periférica.  

B) Controles (Grupo 2): ~17,000 individuos para los que se asigna una ascendencia latina 

según los datos de secuenciación de exoma en la base de datos pública gnomAD en su 

versión v2.1 non-cancer (https://gnomad.broadinstitute.org/ ).  

Se generaron los análisis de asociación a nivel de variantes individuales y por agregación de 

múltiples variantes basada en genes. Como resultado de estos análisis, se propuso un panel 

compuesto por cinco variantes genéticas relevantes. 

En la última etapa se seleccionaron tres de las variantes del panel y se validó mediante RFLP la 

presencia de las variantes detectadas por WES en una muestra representativa de los pacientes. 

7.2. Población de estudio  

7.2.1. Grupo CASOS 

En este estudio se seleccionaron 40 pacientes con diagnóstico clínico-patológico de TCGT tratados 

entre el 2008 y 2018 en el Instituto Nacional de Cancerología de México (INCan). Todos los pacientes 

reportaron dentro de la historia clínica tener una nacionalidad mexicana.  

Se utilizaron los siguientes criterios para su participación dentro del estudio:  

Criterios de inclusión:  

• Pacientes varones diagnosticados con TCGT seminomas y no seminomas. 

• Mayores de 15 años y menores de 60 años. 

• Pacientes que firmaron del consentimiento informado para la toma de la muestra de sangre 

periférica y la muestra fresca de tumor durante la orquiectomía radical.  

Criterios de exclusión: 

• Pacientes con tumores de células germinales extragonadales. 

• Pacientes a los que se les haya realizado la orquiectomía radical fuera del INCan.  

Criterios de eliminación  

https://gnomad.broadinstitute.org/
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• Pacientes con expedientes que no contengan información como: edad, reporte de patología 

del tumor primario, día, mes y año del diagnóstico.  

• Pacientes cuyos análisis de composición ancestral revele una estructura ancestral 

discordante con la esperada para la población mestizo-mexicana: Los dos componentes 

ancestrales principales deben ser el amerindio y el europeo. El componente ancestral 

europeo no puede ser mayor al 65%.  

• Pacientes con un parentesco mayor a segundo grado (IBS>0.25). 

Los pacientes fueron estadificados según el American Joint Committee on Cancer (AJCC), 8ª 

edición, y clasificados de los grupos pronósticos según el International Collaborative Group of Germ-

Cell Tumors (IGCCCG). El seguimiento y la reclasificación se actualizaron por última vez en enero 

de 2021. La investigación siguió los principios de la Declaración de Helsinki basada en la aprobación 

de la junta de revisión institucional del hospital. Todos los pacientes firmaron el consentimiento 

informado, en el caso de los individuos menores de edad se recabó la firma del consentimiento de 

los padres y el asentimiento del paciente.  

7.2.2. Grupo CONTROL 1  

El grupo control 1 corresponde a una población compuesta por 36 voluntarios sanos de nacionalidad 

mexicana, todos residentes de la Ciudad de México y el Área Metropolitana. Datos de la Dra. 

Reynoso, N. del Instituto Nacional de Cancerología (comunicación personal).  

Criterios de inclusión:  

• Mayores de 15 años y menores de 60 años. 

Criterios de eliminación  

• Individuos cuyos análisis de composición ancestral revele una estructura ancestral 

discordante con la esperada para la población mestizo-mexicana: Los dos componentes 

ancestrales principales deben ser el amerindio y el europeo. El componente ancestral 

europeo no puede ser mayor al 65%.  

• Individuos con un parentesco mayor a segundo grado (IBS>0.25). 

 

7.3. Procesamiento de los datos de secuenciación de exoma completo  

La secuenciación de las muestras de sangre periférica se realizó utilizando la plataforma HiSeq2500 

Illumina, siguiendo el Protocolo Illumina Nimblegen V3 establecido en el Laboratorio de Genómica 

del Cáncer del Centro Oncológico MD Anderson de la Universidad de Texas. Las muestras se 

secuenciaron con una cobertura 60X (González-Barrios et al., 2022). El análisis bioinformático 

contempló las siguientes fases:  

 

7.3.1. Control de calidad, alineamiento y llamado de variantes.  

Para el análisis de control de calidad de las lecturas se utilizó FastQC v0.11.4. Las lecturas se 

alinearon al genoma de referencia humano hg38 con BWA-MEM (versión 0.7.12-r1039), después de 

esto los duplicados se eliminaron usando Picard (versión 2.18.13). Los puntajes base se recalibraron 

usando baseRecalibrator y ApplyBQSR dentro del paquete GenomeAnalysis.  
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El llamado de variantes germinales se realizó con los archivos BAM utilizando Strelka2 (versión 

2.9.10) para obtener el conjunto final de archivos VCF para cada paciente y para los individuos del 

grupo control 1.  

 

7.3.2. Análisis de ancestría genética global  

Debido a que las disparidades en la estratificación poblacional en los grupos de estudio entre casos 

y controles pueden generar resultados de asociación falsos positivos con el fenotipo en estudio, se 

procedió a la exclusión de individuos con valores atípicos de composición ancestral que no se 

alinearan con los de la población de interés. 

 

En líneas generales, se llevó a cabo una comparación de los datos de genotipos de los individuos 

pertenecientes a diversos grupos étnicos. Para este fin, se empleó el Panel de Diversidad del 

Genoma Humano (HGDP), el cual abarca a 938 individuos provenientes de 53 poblaciones alrededor 

del mundo, agrupadas por continentes: África, Europa, Oceanía, Oriente Medio, la región Centro y 

Sur de Asia, Asia oriental y América (J. Z. Li et al., 2008). Se usaron los datos que fueron procesados 

y alineados contra el genoma de referencia hg19 por (C. Wang et al., 2014). Las coordenadas 

genómicas fueron finalmente ajustadas a la versión del genoma de referencia hg38 usando la 

herramienta LiftOver de Picard (versión 2.18.13). 

 

Los genotipos del HGDP se fusionaron con los de la población de estudio (casos y controles). Se 

removieron las variantes con una frecuencia alélica menor al 1%, con una desviación del equilibrio 

de H-W con un valor P menor a 0.001 y para aquellas variantes que no estuvieran genotipificados 

en el 90% de los individuos.  

 

 Para el cálculo de la ancestría global se usaron dos enfoques:  

 

• Estimación de ancestría global basada en máxima verosimilitud, empleando el software 

ADMIXTURE (versión 1.3.0) (Alexander et al., 2009). Este programa realiza una búsqueda 

en la matriz de genotipos para identificar el número de poblaciones parentales que mejor se 

ajusta al valor especificado para el parámetro k. A partir de las variantes compartidas con 

estas poblaciones parentales, se calcula la proporción ancestral de origen para cada 

individuo presente en la matriz de genotipos. En este estudio, se optó por un análisis con un 

valor supuesto de k=4. Las poblaciones parentales asignadas a este valor de k corresponden 

a los componentes amerindio, europeo, africano y asiático. 

 

• Estimación de ancestría global por componentes principales con el software TRACE 1.03.(C. 

Wang et al., 2015). A partir de la matriz de genotipos se calcularon componentes de escalado 

multidimensional. En este procedimiento se asignan distancias de N dimensiones entre los 

elementos de un conjunto. Una menor distancia implica una mayor semejanza entre los 

elementos. Se usaron 3 dimensiones para el cálculo de las distancias.  

 

Los resultados para ambos enfoques fueron graficados con RStudio.   

 

 

7.3.3. Análisis de parentesco  

En los estudios de asociación con frecuencia se excluyen individuos que tengan un parentesco 

mayor al de segundo grado, debido a que las variables compartidas entre estos aumentan la 



- 30 - 

 

probabilidad de describir asociaciones de tipo falso-positivo, al aumentar la frecuencia de las 

variantes genéricas representadas en uno de los dos grupos de estudio.  

Se usó el software PLINK v1.9 (Purcell et al., 2007) con la bandera (--genome) para generar un 

análisis basado en la identificación de loci idénticos por descendencia (IBD) y loci idénticos por 

estado (IBS). Esta herramienta estimó el coeficiente de parentesco (φ) en cada una de las posibles 

parejas incluidas en la cohorte de descubrimiento.  

Entre dos individuos se pueden compartir dos tipos de alelos. Los IBD son aquellos loci 

descendientes de un alelo ancestral, por ejemplo, los hermanos comparten los alelos que heredaron 

de los padres. En dos individuos no emparentados se pueden encontrar alelos IBS debido a que dos 

eventos independientes dieron pie a la misma mutación. El coeficiente de parentesco habla de la 

probabilidad de que un alelo aleatorio en el mismo locus en otro individuo sea IBD (Thompson, 2013). 

En este estudio se eliminaron las parejas con un coeficiente de parentesco fue mayor a 0.25 (un 

valor que describe la identidad por descendencia descrita entre padres e hijos, o entre hermanos). 

 

7.4. Anotación de variantes y clasificación de variantes patogénicas 

Después de la eliminación de las muestras según los resultados del ensayo de composición ancestral 

y parentesco. Se definió el número final de integrantes de cada grupo en la población de estudio y 

se procedió al análisis de los archivos VCF.  

• Control de calidad: Dentro de los archivos VCF de cada paciente se eliminaron todas 

aquellas variantes con una baja profundidad (DP<10) o una mala calidad de genotipo 

(GQ<20).  

• Anotación contra bases de datos: Las variantes que pasaron los controles de calidad fueron 

anotadas con ANNOVAR incorporando la información de las siguientes bases de datos: 

RefSeq, ClinVar (20210507), InterVar (20180118), REVEL (20191205), gnomad211_exome, 

gnomad30_genome, dbnsfp33a, CosmicV95.  

• Categorización de variantes: Se removieron todas las variantes genéticas de los 

cromosomas sexuales. Se eliminaron aquellas mutaciones con una asignación funcional 

desconocida o sinónima en RefSeq, una frecuencia alélica > 1% en los registros de 

exomas/genomas de gnomAD y una asignación como “Benigna” o “Probablemente benigna” 

en ClinVar. Únicamente las variantes catalogadas como “Patogénicas” o “Probablemente 

patogénicas” en ClinVar e InterVar serán clasificadas como variantes de nivel 1. Para el 

resto de las variantes no clasificadas se removieron aquellas con una asignación de 

“Benigna” o “Probablemente benigna” para InterVar y se seleccionaron para el nivel 2 

aquellas con una puntuación de CADD_phred >25 o un valor de REVEL>0.7. Para todas las 

variantes se calculó la frecuencia alélica considerando que el número total de alelos es de 

80.  

 

 

7.5. Análisis estadístico de asociación  

• Asociación de tipo casos-control a nivel variantes individuales. Dentro de la lista filtrada de 

variantes se definió el número total de muestras con el alelo alternativo, el número de 

homocigotos para el alelo alternativo y el número de heterocigotos en los casos y los 

controles. A partir de estos datos se construyeron tablas de contingencia 2x2 para estudiar 
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las diferencias en la distribución de la frecuencia en la que se contabiliza cada uno de los 

alelos.  

 

Para el análisis de asociación se aplicó la prueba de Chi-cuadrada de Pearson, excepto 

cuando alguno de los valores en la tabla de conteos fuera menor a 5, en ese caso se aplicó 

la prueba exacta de Fisher de dos colas. La corrección de pruebas múltiples fue aplicada a 

todos los valores p registrados con el método de Holm.  

La razón de probabilidades (OR) se calculó como una medida de la asociación de una 

variante con la presencia de TCGT, tomando siempre como referencia el alelo mayor o 

referencia. El paquete Epitools (versión 0.5-10) en R, fue el software empleado para esta 

tarea. Los intervalos de confianza (IC) del 95% se calcularon con la aproximación normal de 

Wald. Cuando cualquier valor en la tabla era cero, se aplicó el ajuste para muestras 

pequeñas (Oddsratio.small), que consiste en la corrección de Jewel.  

 

• Asociación de tipo casos-control por agregación de múltiples variantes basadas en genes 

(Gene-burden test). Se realizó una prueba de agregación de múltiples variantes basadas en 

genes para identificar genes mutados con una frecuencia significativamente mayor en 

pacientes con TCGT en comparación con controles utilizando el paquete TRAPD (Test Rare 

vAriants with Public Data). El archivo VCF con los datos de los 125,748 exomas de gmomAD 

se anotó y filtró de la misma forma en la que se describió previamente para el archivo 

generado por la cohorte TCGT (Sección 7.4) 

 

Para la posición de cada una de las variantes se verificó que dicha base tuviera una 

profundidad mayor a 10 en al menos el 90% de las muestras de ambos grupos de datos. 

Las posiciones que no cumplían con este criterio fueron excluidas del análisis. Un archivo 

que enumera las variantes calificadas para cada gen fue generado usando la función 

''make_snp_file.py'' en TRAPD. Por cada gen se sumaron los conteos de todas las variantes 

tanto en los casos como en los controles (gnomAD_pop_amr). Se construyen tablas de 

contingencia de 2x2 para un modelo dominante y un modelo recesivo (M. H. Guo et al., 2018; 

M. H. H. Guo et al., 2016). Se calcularon los valores de p utilizando una prueba exacta de 

Fisher de una cola, y los valores de p < 2.5 x10-6 son considerados como significativos 

(Corrección de Bonferroni basada en aproximadamente 20.000 genes). Los resultados de la 

prueba generada con la función “burden_test.R” de TRAPD fueron representados en una 

gráfica cuantil-cuantil 

 

 

7.6. Selección de un panel de variantes 

Se propuso un panel de cinco variantes germinales con una fuerte correlación con los TCGT, que 

sean promisorias como candidatas para su futura validación en cohortes institucionales de TCGT.  

Se priorizaron las variantes valores más pequeños de p en los análisis de asociación estadística a 

nivel individual. 

 

 

7.7. Validación de los resultados de la secuenciación de exomas 

7.7.1. Extracción de las muestras de DNA sanguíneo  

Se extrajo el DNA genómico de 1.5 mL de sangre periférica que había sido almacenada en tubos 

etiquetados a -80°C en el biobanco de muestras TCGT del INCan bajo el resguardo del grupo de 
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investigación del Dr. Luis Herrera Montalvo. Se empleó un método basado en el uso de fenol-

cloroformo para la separación de los ácidos nucleicos. La concentración final de todas las muestras 

de DNA genómico fue determinada usando el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

Para cada muestra 100 ng de DNA fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa al 

1 % con bromuro de etidio (0.5 mg/mL) y en amortiguador TBE 0.5X para verificar su integridad.  

7.7.2. Genotipificación de las muestras mediante la técnica de Restricción Fragment Length 

Polymorhisms (RFLP’s).  

Se seleccionaron 3 de las variantes para su validación en una muestra representativa de la cohorte 

TCGT. Se utilizó la herramienta bioinformática primerBLAST (Ye et al., 2012) para el diseño de un 

par de oligonucleótidos específicos que flanquearan la variante a interrogar por este método. 

 

 En la Tabla 1 se describe la secuencia de los oligonucleótidos y su la temperatura de alineamiento 

(Tm), la longitud del producto de PCR generado con dicho para de oligonucleótidos, la enzima 

elegida para el corte del amplicón y el tamaño de los fragmentos de restricción para cada uno de los 

alelos.   

 

Tabla 1. Estrategia para la genotipificación de las variantes de los genes PABPC3, SLCO4A1 y 

ARFGAP1 mediante la técnica de RFLPs. 

  Nombre del oligo Secuencia 5'-->3' del oligo Tm (°C) 
Producto 

PCR (pb) 
Enzima 

Fragmentos de 

restricción (pb) 

1 
PABPC3-FW-A AGTTCGGGCCCGCCTTA 60 

302 BspTI 
Ref: 175, 113, 14 

PABPC3-RV-B CGCTTTCCGGAGACGTTCAT 59 Alt: 288, 14 

2 
SLCO4A1-FW-A CTGAGTCCCTGGCTGAATCC 58 

186 CaiI 
Ref: 186 

SLCO4A1-RV-B GCAGTGCAGTGAGAAGACGA 58 Alt: 104,82 

3 
ARFGAP1-FW-A GGTTCATGCCAGCATCTTCG 58 

153 FatI 
Ref: 118, 31, 4 

ARFGAP1-RV-B CCAAGTCCTCACCGAGTACAG 58 Alt: 60, 58, 31, 4 

Tm: temperatura de alineamiento, Ref: Alelo de Referencia, Alt: Alelo alternativo. 

 

Para la reacción de PCR se utilizaron 40 ng de DNA genómico de sangre periférica, 0.2 mM de cada 

dNTP, 0.2 μM de cada primer, 1μl de buffer 10X sin MgCl2 (Invitrogen), 1.5 mM de MgCl2, 0.2 

unidades de DNA polimerasa Taq Platinum (cat. 10966-030 Invitrogen) y agua estéril para completar 

un volumen de 10 μl. La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador PCR Sprint thermal 

Cycler (Thermo Scientific) con el siguiente programa de amplificación: desnaturalización inicial de 2 

minuto a 94°C seguida de 30 ciclos con 30 segundos de desnaturalización a 94°C, 30 segundos de 

alineamiento a 60°C y 30 segundos de extensión a 72°C, con dos minutos de extensión final a 72°C. 

 

Para identificar cada una de las variantes, el producto de PCR fue incubado con una enzima de 

restricción que escinda de manera específica el alelo a interrogar (Tabla 1). La reacción de 

restricción estuvo compuesta por: 10 μl del producto de PCR, 10 U de la enzima específica (Thermo 

Scientific), 2 μl amortiguador 1OX específico para cada enzima según las recomendaciones del 

fabricante (Thermo Scientific), un volumen final de 20 μL. Para cada muestra se tuvo como control 

negativo una reacción en ausencia de enzimas de restricción. Los tubos fueron incubados a una 

temperatura de 37°C durante 12 horas. 

 

Posteriormente, los productos finales de digestión se sometieron a una electroforesis en un gel de 

agarosa al 2.5% y en amortiguador TBE 0.5X. Se realizó la comparación del tamaño del fragmento 

con el patrón de peso molecular 50 bp DNA Ladder (Norgen Biotek Corp).  En la Figura 5 se presenta 
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una simulación de un gel de agarosa con las reacciones de restricción para cada uno de los genotipos 

que podría presentar cada muestra generada con SnapGene Viewer.  

 

 

Figura 5. Simulación de un gel de agarosa con el corrimiento electroforético de las reacciones de digestión de 

los productos de PCR de un homocigoto a la referencia (carril1), un homocigoto al alelo alternativo (carril 3) o 

un heterocigoto (carril 4) para la variante de los genes PABPC3 (A), SLCO4A1 (B) y ARFGAP1 (C). En el carril 

1 de cada gel se muestra el control negativo de la reacción de digestión. El carril MW consiste en el marcador 

de peso GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).  

 

7.8. Análisis in silico de las proteínas de tipo silvestre y las mutantes. 

Para las tres variantes se descargó la predicción de la proteína generada por la base de datos 

AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/, consultada el 17 de noviembre de 2022), y se empleó el 

software UCSF Quimera X (https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/ ) para la visualización y edición de 

los archivos PBD. En cada estructura se señalan con colores los dominios funcionales reportados 

en la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/). Además, se utilizó la librería de rotámeros 

(Shapovalov & Dunbrack, 2011) para la edición de la secuencia de la proteína colocando el 

aminoácido que se cambia con la mutación. Esta herramienta de edición de la proteína permite 

estimar las posiciones más frecuentes en las que se encontraría el aminoácido sustituto dada la 

rotación de los enlaces en el aminoácido, así como los puentes de hidrógeno (señalados en azul) y 

las colisiones con los átomos cercanos (señalados en naranja) dentro de la estructura terciaría de la 

proteína. Se seleccionó para la edición el rotámero con la mayor prevalencia estimada y dentro de 

USC Quimera X se generaron los modelos de superficie para observar los cambios en el mapa de 

hidrofobicidad y de potencial electrostático. 

 

 

 

 

 

https://www.uniprot.org/
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1. Estimación de la composición ancestral de la población de estudio 

En los estudios de asociación, resulta de vital importancia asegurar que los grupos de casos y 

controles compartan una estructura genética similar. No obstante, describir la composición ancestral 

a nivel nacional es un proceso extremadamente complejo, debido a que los diversos procesos 

históricos en el país han favorecido el mestizaje. En el 2009 con el Proyecto del Genoma Mexicano 

se calculó que el acervo genético de la población mestizo-mexicana promedio era 55.2 % amerindio, 

41.8 % europeo, 1.0 % africano y 1.2% asiático (Silva-Zolezzi et al., 2009). Sin embargo, esta 

composición presenta una variabilidad sustancial a nivel individual, con patrones marcados en 

diferentes regiones del país. 

Todas las publicaciones coinciden en que el componente indígena y europeo son los mayoritarios 

en la población (Martínez-Cortés et al., 2012; Silva-Zolezzi et al., 2009; S. Wang et al., 2008). Esta 

es la razón fundamental por la cual esta premisa ha sido incorporada en los criterios de exclusión. 

Además, se estableció un umbral específico para que los individuos puedan integrar la población de 

estudio: el componente europeo no debe superar el 65%, un límite arbitrario que se ha considerado 

conservador sin perder de vista la variabilidad interindividual antes mencionada.  

De esta manera se definió en este trabajo la estructura genética “esperada” para la población 

mestizo-mexicana. Y el primer objetivo fue asegurar que toda la población de estudio se adecuara a 

ella. En la Figura 6 se muestran las proporciones ancestrales calculadas para cada individuo por el 

algoritmo de ADMIXTURE v1.3.0 (Alexander et al., 2009), asumiendo un modelo en el que cada 

persona puede pertenecer a un máximo de k=4 componentes ancestrales. Cada individuo se 

representa por una barra vertical dividida en k segmentos, en los cuales el color y la longitud 

representan la proporción ancestral calculada. La población parental k=1 son individuos amerindios 

(amarillo), k=2 son individuos africanos (rojo), para k=3 europeos 8 (azul marino) y k=4 (azul cielo) 

individuos de Asia oriental del Panel de Diversidad del Genoma Humano (HGDP).  

Figura 6. Gráfica de barras que representa las proporciones ancestrales estimadas para los casos TCGT y los 
controles sanos que integrarán el análisis de asociación junto con los individuos del Panel de Diversidad del 
Genoma Humano (HGDP). Las líneas superiores señalan a los sujetos asignados por el algoritmo de 
ADMIXTURE como las poblaciones parentales de referencia (k1, k2, k3, k4). 
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Como un primer acercamiento, esta gráfica permite identificar que para los casos y controles el 
componente ancestral predominante es el amerindio, representado con color amarillo. En la Tabla 2 
se desglosan las proporciones ancestrales expresadas en porcentajes para cada uno de los 
individuos interrogados. Los pacientes con TCGT se enlistan con los identificadores “Patient” y los 
controles sanos con los identificadores “MAPE”.  

Tabla 2.  Proporciones ancestrales por individuo estimadas por ADMIXTURE con un valor de k=4 

CASOS  CONTROLES_1  

ID_muestra 
k1-AME 

(%) 
k2-AFR 

(%) 
k3-EUR 

(%) 
k4-ASO 

(%)  ID_muestra 
k1-AME 

(%) 
k2-AFR 

(%) 
k3-EUR 

(%) 
k4-ASO 

(%) 

Patient_01 72.17 2.77 17.16 7.89  MAPE_12 94.21 5.79 0.00 0.00 

Patient_03 63.58 4.86 30.61 0.95  MAPE_13 97.56 2.44 0.00 0.00 

Patient_04 75.89 4.62 15.21 4.28  MAPE_14 87.73 6.56 5.71 0.00 

Patient_05 93.27 3.48 2.29 0.96  MAPE_15 94.96 5.03 0.00 0.00 

Patient_07 44.22 4.98 47.62 3.18  MAPE_16 85.09 8.35 6.56 0.00 

Patient_08 53.73 6.35 39.92 0.00  MAPE_17 81.83 9.36 8.81 0.00 

Patient_09 52.76 5.34 37.30 4.60  MAPE_18 77.03 9.39 13.57 0.00 

Patient_10 100.00 0.00 0.00 0.00  MAPE_19 90.50 5.76 3.74 0.00 

Patient_11 86.77 4.02 8.59 0.62  MAPE_21 97.52 2.48 0.00 0.00 

Patient_12 54.43 7.24 36.07 2.26  MAPE_22 96.68 3.31 0.00 0.00 

Patient_13 90.22 5.07 4.71 0.00  MAPE_23 93.56 6.44 0.00 0.00 

Patient_14 82.63 0.00 11.29 6.08  MAPE_24 86.60 6.97 6.43 0.00 

Patient_15 72.02 7.30 20.68 0.00  MAPE_25 99.99 0.00 0.00 0.00 

Patient_17 62.24 4.41 33.25 0.10  MAPE_27 99.99 0.00 0.00 0.00 

Patient_18 60.82 7.81 22.75 8.63  MAPE_28 99.99 0.00 0.00 0.00 

Patient_19 67.79 6.08 26.01 0.12  MAPE_30 91.83 7.30 0.87 0.00 

Patient_20 73.19 3.55 23.27 0.00  MAPE_31 99.99 0.00 0.00 0.00 

Patient_21 71.97 4.60 20.80 2.63  MAPE_33 99.99 0.00 0.00 0.00 

Patient_22 82.23 7.41 2.14 8.22  MAPE_34 99.99 0.00 0.00 0.00 

Patient_23 61.94 7.13 30.54 0.39  MAPE_35 86.55 6.33 7.12 0.00 

Patient_24 97.29 0.00 0.00 2.70  MAPE_36 90.65 5.99 3.36 0.00 

Patient_25 70.23 4.98 24.79 0.00  MAPE_37 94.40 5.60 0.00 0.00 

Patient_26 71.18 2.07 22.02 4.73  MAPE_38 89.05 8.62 2.33 0.00 

Patient_27 98.28 0.00 0.00 1.71  MAPE_39 95.32 4.68 0.00 0.00 

Patient_28 59.39 8.88 31.73 0.00  MAPE_40 99.99 0.00 0.00 0.00 

Patient_29 63.86 3.05 28.44 4.65  MAPE_41 94.37 5.62 0.00 0.00 

Patient_30 41.62 8.08 50.30 0.00  MAPE_43 96.26 3.74 0.00 0.00 

Patient_31 100.00 0.00 0.00 0.00  MAPE_44 89.70 8.80 1.50 0.00 

Patient_32 68.33 4.11 22.03 5.52  MAPE_45 96.19 3.81 0.00 0.00 

Patient_33 80.72 6.03 9.80 3.46  MAPE_46 91.07 6.61 2.32 0.00 

Patient_34 60.99 5.41 21.66 11.94  MAPE_47 91.16 6.16 2.67 0.00 

Patient_35 58.72 4.12 33.82 3.35  MAPE_48 90.27 7.14 2.60 0.00 

Patient_37 79.26 5.70 13.08 1.96  MAPE_49 98.63 1.37 0.00 0.00 

Patient_38 67.68 2.49 21.84 7.99  MAPE_50 91.00 5.79 3.21 0.00 

Patient_39 66.89 3.90 21.42 7.79  MAPE_52 86.90 6.49 6.61 0.00 

Patient_40 97.42 0.31 0.00 2.27  MAPE_53 96.18 3.82 0.00 0.00 

Patient_41 58.61 5.14 33.33 2.92       
Patient_42 81.53 3.22 3.39 11.85       
Patient_43 96.10 0.00 0.00 3.90       
Patient_44 86.68 11.28 0.00 2.04             

Promedio ± 
DE 

72.8 
±15.5 

4.2 
±2.5 

19.7±14.
0 3.3 ±3.3  

Promedio ± 
DE 

93.1 ± 
5.6 4.7 ± 2.9 2.2 ± 3.2 0.0 

Componente AME= Amerindio, AFR=Africano, EUR=Europeo y ASO=Asiático. La escala de color resalta los componentes 
con las proporciones ancestrales predominantes.  
 

El modelo mostró que la composición ancestral promedio de la cohorte TCGT (Casos) fue 72.8% 

amerindia, 19.7% europea, 4.2% africana y 3.3% asiática. Por su parte, la composición ancestral 

promedio para el grupo control fue 93.1% amerindia, 2.2% europea y 4.7% africana. Los valores 
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promedio que encontramos difieren con lo reportado por Silva-Zolezzi et al., (2009), posiblemente 

debido a que en ese artículo usó un panel de referencia distinto al HGDP, además de un algoritmo 

que emplea menos marcadores para generar las estimaciones de los componentes parentales que 

lo que requiere ADMIXTURE. Sin embargo, se pueden considerar que están entre lo esperado para 

nuestro tipo de población. 

A nivel individual, se ha confirmado que, en la mayoría de la población de estudio, el componente 

amerindio constituye la proporción ancestral predominante. Es interesante notar que en los casos de 

los pacientes 07 y 30, el componente europeo se presenta en mayor proporción, aunque no excede 

el 65%, lo que evitó su exclusión del análisis. 

En trabajos previos que exploran la estratificación poblacional en México, se ha reafirmado una 

tendencia: a medida que avanzamos hacia el norte del país, el componente europeo en los individuos 

tiende a ser más pronunciado, mientras que en la región sur prevalece la ascendencia indígena 

(Martínez-Cortés et al., 2012; Moreno & Sandoval, 2013; Silva-Zolezzi et al., 2009).  

Dado que el INCan es un hospital de referencia para la zona central de México, es importante 

considerar que algunos pacientes pueden proceder de distintos estados y no únicamente de la 

Ciudad de México. Esta variabilidad geográfica podría explicar las diferencias más amplias en la 

composición ancestral de los pacientes en comparación con los controles. 

Adicionalmente, se llevó a cabo una evaluación de la estructura genética en la población de estudio 

utilizando el programa TRACE 1.03 (Figura suplementaria 1, Anexo). Este software genera un 

análisis de componentes principales, donde la distancia entre los puntos representa la semejanza o 

diferencia entre los individuos. Los resultados confirmaron que tanto los individuos en el grupo de 

casos como en el de controles tenían la distancia genética más pequeña con el grupo de referencia 

americano del HGDP. En un análisis tridimensional, parecían conformar un único grupo, en gran 

medida debido a la mayor cantidad de marcadores compartidos con este grupo poblacional en 

particular y no con el resto. 

En resumen, se puede concluir que todos los individuos en la población de estudio de este proyecto 

presentan una estructura genética coherente con la esperada para la población mestizo-mexicana. 

Esto incluye a los pacientes 07 y 30, quienes no se consideraron valores atípicos ya que su 

proporción del componente europeo no superó el 65%. 

8.2. Estimación del parentesco entre los individuos de la población de estudio.  

Se generó una estimación de las relaciones de parentesco basado en la identificación de loci 

idénticos por descendencia (IBD) y loci idénticos por similitud (IBS) (Thompson, 2013) con el fin de 

encontrar pares de individuos que se parecen demasiado entre sí, es decir, más de lo que se 

esperaría por casualidad en una muestra aleatoria.  

Un coeficiente de parentesco φ = 0,5 se obtiene en pares de hermanos gemelos monocigóticos, φ = 

0.25 para padre e hijos o entre hermanos y φ = 0 para individuos no relacionados.  

La Tabla 3 describe el coeficiente de parentesco calculado por PLINK para todas las posibles parejas 

que se generan de un individuo representativo de cada uno de los grupos de estudio (Casos y 

Controles). Se examinaron manualmente los coeficientes calculados para las 780 parejas del grupo 

de casos y las 630 parejas del grupo control (resultados no mostrados) y ningún par de individuos 

describió un valor de φ>0.25, que fue propuesto como criterio de eliminación. 
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Tabla 3. Estimación de la identidad por descendencia de dos individuos representativos de cada 
uno de los grupos del estudio.  

CASOS  CONTROLES_1 

ID_muestra(A) ID_muestra(B) φ  ID_muestra(A) ID_muestra(B) φ 

Patient_01 Patient_03 0.0228  MAPE_12 MAPE_13 0.0556 

Patient_01 Patient_04 0.0143  MAPE_12 MAPE_14 0 

Patient_01 Patient_05 0.0514  MAPE_12 MAPE_15 0.0086 

Patient_01 Patient_07 0  MAPE_12 MAPE_16 0.0282 

Patient_01 Patient_08 0  MAPE_12 MAPE_17 0.0175 

Patient_01 Patient_09 0  MAPE_12 MAPE_18 0.0108 

Patient_01 Patient_10 0  MAPE_12 MAPE_19 0.0818 

Patient_01 Patient_11 0.0357  MAPE_12 MAPE_21 0.0624 

Patient_01 Patient_12 0  MAPE_12 MAPE_22 0.0337 

Patient_01 Patient_13 0  MAPE_12 MAPE_23 0.0782 

Patient_01 Patient_14 0.0418  MAPE_12 MAPE_24 0 

Patient_01 Patient_15 0.0093  MAPE_12 MAPE_25 0 

Patient_01 Patient_17 0.012  MAPE_12 MAPE_27 0.0511 

Patient_01 Patient_18 0.0138  MAPE_12 MAPE_28 0.0749 

Patient_01 Patient_19 0.0419  MAPE_12 MAPE_30 0 

Patient_01 Patient_20 0.0  MAPE_12 MAPE_31 0.0793 

Patient_01 Patient_21 0.0141  MAPE_12 MAPE_33 0.0967 

Patient_01 Patient_22 0.0274  MAPE_12 MAPE_34 0.071 

Patient_01 Patient_23 0.0113  MAPE_12 MAPE_35 0 

Patient_01 Patient_24 0.0  MAPE_12 MAPE_36 0 

Patient_01 Patient_25 0.0191  MAPE_12 MAPE_37 0.0645 

Patient_01 Patient_26 0.0172  MAPE_12 MAPE_38 0 

Patient_01 Patient_27 0  MAPE_12 MAPE_39 0.0432 

Patient_01 Patient_28 0  MAPE_12 MAPE_40 0.0675 

Patient_01 Patient_29 0  MAPE_12 MAPE_41 0.0405 

Patient_01 Patient_30 0  MAPE_12 MAPE_43 0.0515 

Patient_01 Patient_31 0.0985  MAPE_12 MAPE_44 0 

Patient_01 Patient_32 0.0083  MAPE_12 MAPE_45 0.0517 

Patient_01 Patient_33 0  MAPE_12 MAPE_46 0 

Patient_01 Patient_34 0.0728  MAPE_12 MAPE_47 0 

Patient_01 Patient_35 0  MAPE_12 MAPE_48 0 

Patient_01 Patient_37 0  MAPE_12 MAPE_49 0.0732 

Patient_01 Patient_38 0.0329  MAPE_12 MAPE_50 0.0188 

Patient_01 Patient_39 0.0224  MAPE_12 MAPE_52 0 

Patient_01 Patient_40 0  MAPE_12 MAPE_53 0.018 

Patient_01 Patient_41 0     
Patient_01 Patient_42 0     
Patient_01 Patient_43 0.0633     
Patient_01 Patient_44 0         

φ: Coeficiente de parentesco   

 

Después de los análisis de composición ancestral y de parentesco, se concluyó que la población de 

estudio para el cálculo de las frecuencias alélicas de las variantes de riesgo en el estudio de 

asociación podía incluir a los 40 pacientes con TCGT para el grupo de casos y a los 36 individuos 

sanos para el grupo controles. En la Tabla 4 se muestra un resumen de las características clínicas 

del grupo de casos. Por su parte, las caracterísiticas clínicas y demográficas disponibles para los 

individuos control son descritas en la Tabla 5. La observación más importante respecto a la cohorte 

de casos es que la mayoría de los pacientes tienen una histología de tipo no seminoma, por lo que 

las caracteristicas moleculares distintivas de los seminomas pueden no estar representadas 

adecuadamente debido al tamaño de muestra. Para los casos y los controles más del 70% de la 

población se concentró en individuos jovenes menores a 30 años.  

https://www.mdpi.com/2072-6694/14/9/2065/htm#table_body_display_cancers-14-02065-t001
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Tabla 4. Características clínicas de los pacientes con tumores de células germinales de 
testículo 

Categoría Descripción  Número de Pacientes  (%) 

Edad al momento del 
diagnóstico 

<20 años 8 20 

20-30 años 22 55 

31-40 años 9 22.5 

>40 1 2.5 

Grupo histológico 
Seminoma  7 17.5 

No Seminoma 33 82.5 

Subgrupo histológico 

Seminoma puro  7 17.5 

Teratoma 4 10 

Carcinoma embrionario 7 17.5 

Tumor del saco vitelino  3 7.5 

Coriocarcinoma 0 0 

Mixto 19 47.5 

Estadio clínico (AJCC) 

I 2 5 

II 17 42.5 

III 21 52.5 

Grupo de riesgo 

Bueno 14 35 

Intermedio 7 17.5 

Pobre 17 42.5 

No evaluado 2 5 

Respuesta al tratamiento 

Respuesta completa  20 50 

Respuesta parcial  1 2.5 

Enfermedad estable  3 7.5 

Progresión de la enfermedad  12 30 

No evaluado  4 10 

Estado vital  

Vivo 23 57.5 

Muerto 9 22.5 

No evaluado  8 20 

Índice de masa corporal  

< 18.5 3 7.5 

18.5 a 24.9 19 47.5 

25 a 29.9 16 40 

> 30  2 5 

 

Tabla 5. Características clínicas del grupo control 1 

Categoría Descripción  Número de Pacientes  (%) 

Género  

Femenino  7 19.4 

Masculino 29 80.6 

Edad 

<20 años 21 58.3 

20-30 años 9 25.0 

31-40 años 5 13.9 

>40 1 2.8 

índice de masa corporal  

< 18.5 2 5.6 

18.5 a 24.9 28 77.8 

25 a 29.9 5 13.9 

>30 1 2.8 

 

8.3. Selección de las variantes germinales para el estudio de asociación.  

En los estudios de asociación de tipo casos-control que emplean datos de secuenciación masiva, 

suele ser común adoptar estrategias con enfoques selectivos que permitan a los investigadores dirigir 

sus esfuerzos hacia las variantes más prometedoras en términos de su relevancia en la enfermedad. 

Esto implica centrarse en variantes que ya han sido previamente catalogadas como patogénicas, así 

como aquellas que se espera que tengan un impacto funcional en la expresión o función del gen. En 

nuestro estudio, los datos de WES de las muestras de DNA sanguíneo de la población de estudio 

fueron anotados contra diferentes bases de datos. Las variantes raras (AFmundial <1%) fueron 

clasificados en dos niveles de acuerdo con su significancia clínica.  
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En el grupo de casos TCGT se seleccionaron un total de 2778 variantes genéticas (Tabla 6) 

distribuidas en 2385 genes, de estas, 103 variantes establecieron el Nivel 1 al ser catalogadas como 

Patogénicas o Probablemente patogénicas. Por su parte, 2685 variantes conformaron el Nivel 2, 

dichas mutaciones se distinguen por ser variantes de significado incierto (VUS) que según las 

predicciones de los algoritmos de REVEL o CADD se etiquetan como potencialmente dañinas en la 

función del producto génico.  

Tabla 6. Resumen de las características de las variantes de interés presentes en la cohorte de 
TCGT 

Categoría Nivel 1 Nivel 2 Total 

Número de variantes 103 2675 2778 

Variantes observadas en ≥2 pacientes 6 176 182 

Tipo de mutación    
SNV 89 2675 2764 

inserción 6 0 6 

deleción 8 0 8 

Sitio en donde se localiza la mutación (Func.refGene)    
Exón 96 2624 2720 

Región intergénica 0 2 2 

Intrón 1 2 3 

Exón no codificante 0 5 5 

Sitio de splicing 6 41 47 

Río arriba del sitio de inicio de la transcripción 0 1 1 

3'-UTR 0 1 1 

5'-UTR 0 1 1 

Consecuencia funcional (ExonicFunc.refGene)    
Deleción que cambia el marco de lectura 6 0 6 

Inserción que cambia el marco de lectura 5 0 5 

SNV no sinónima 42 2421 2463 

Ganancia de codón de paro 43 200 243 

Frecuencia alélica en la cohorte TCGT    
AF <5% 101 2653 2754 

AF ≥5% y <10% 0 26 26 

AF ≥ 10% 2 6 8 

AF=Frecuencia alélica. SNV=variante de un solo nucleótido.  

 

Al hablar de esta tabla, es importante destacar varios resultados. En primera instancia, el 96% 

(2685/2788) de las variantes totales están clasificadas en el Nivel 2. Actualmente las VUS 

representan el 51% del número de variantes totales (ClinVar versión 2023-07-02). Sin embargo, dado 

que hay una representación excesiva de participantes europeos en los proyectos que generan los 

datos, en las poblaciones poco estudiadas como la latinoamericana, es donde se acumula el mayor 

número de VUS (Federici & Soddu, 2020; Gudmundsson et al., 2022). Esta situación explica la 

importante cantidad de variantes en el Nivel 2, pero también enfatiza la necesidad de incluir una 

mayor diversidad poblacional en los proyectos genómicos globales. A medida que se recopilen los 

datos, es posible reclasificar algunas VUS y mejorar su interpretación y evaluación del riesgo en un 

entorno clínico.  

En segundo lugar, entre todas las variantes clasificadas en este estudio, únicamente 182 de ellas 

fueron identificadas en al menos dos pacientes, mientras que el resto se registró en un solo individuo. 

Se estima que, en el exoma de un individuo, se detecten alrededor de 27 variantes novedosas que 

no se han reportado en las bases de datos (Gudmundsson et al., 2022). Sin embargo, la explicación 

de la baja observación de estas variantes radica en la selección de variantes raras, para las cuales 

una frecuencia alélica baja era anticipada (Momozawa & Mizukami, 2021; Ross et al., 2020), junto 

con la limitación del tamaño de la cohorte. En este sentido, existe la posibilidad de que asociaciones 

reales se hayan escapado a la detección debido a que la muestra no tuvo el alcance suficiente para 

identificarlas. 
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Finalmente, se pone de manifiesto una de las principales limitaciones del estudio, la cual se relaciona 

directamente con la naturaleza predominante de las variantes, que son principalmente SNVs 

(variantes de un solo nucleótido). Esta circunstancia está directamente relacionada con el hecho de 

que las herramientas bioinformáticas utilizadas, incluidas las de predicción de patogenicidad in silico, 

estén optimizadas para este tipo de mutaciones, pero enfrenten dificultades al analizar grandes 

inserciones/deleciones y variantes de número de copias (Hong et al., 2016; Moreno-Cabrera et al., 

2020). Dado que los indels representan entre el 13 y 18% de la variación en el genoma humano 

(Cannon et al., 2023) no podemos descartar su relevancia biológica en la susceptibilidad a la 

enfermedad. Sin embargo, reconocemos la necesidad de adoptar enfoques de análisis más 

especializados para evaluar adecuadamente estas variantes. 

Para continuar con la descripción de los resultados, se construyó un oncoplot que muestra el 

panorama de los genes con el mayor número de variantes de línea germinal y su distribución en los 

pacientes de la cohorte TCGT (Figura 7). Las frecuencias genotípicas y las anotaciones funcionales 

y descriptivas de las diferentes bases de datos que se asignaron a las variantes más representativas 

pueden ser consultadas en la Tabla 7. 

 

Figura 7. Genes con el mayor número de variantes germinales entre los pacientes con tumores de células 
germinales de testículo. En el panel central, cada columna representa una muestra y los genes con mutaciones 
se enlistan al lado derecho, con un color de bloque asociado para cada tipo de variante. El diagrama de barras 
superior tiene la frecuencia y el tipo de variantes para cada paciente, mientras que el diagrama de barras de la 
derecha tiene la frecuencia más alta de mutaciones en cada gen. Abreviaciones: NS: No seminoma, SE: 
Seminoma, NV: No evaluado, MB: Carga mutacional.  
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Tabla 7. Frecuencias genotípicas y descripción completa de las variantes genéticas detectadas en más de cuatro pacientes de la cohorte TCGT  

  Chr Pos Ref Alt ID Gen Tipo Cambio_aa AF AF_popmax ClinVar InterVar CADD REVEL Nivel  Hom_Ref Het Hom_Alt 

1 8 93755775 TA T rs386834190 TMEM67 splicing - - - LP - - - 1 18 (45%) 22 (55.0%) 0 (0%) 

2 9 137743368 TA T rs1234654104 EHMT1 splicing - 1.00E-04 2.00E-04 LP - - - 1 30 (75%) 10 (25%) 0 (0%) 

3 2 71149884 G A rs4852764 MPHOSPH10 SNV_NS A639T 0.0069 0.0687 - VUS 25.5 0.121 2 31 (77.5%) 9 (22.5%) 0 (0%) 

4 17 5405091 A G rs181249279 NUP88 SNV_NS V337A 0.0062 0.0439 - VUS 29.8 0.703 2 33 (82.5%) 6 (15%) 1 (2.5%) 

5 6 28260431 C G rs61737340 NKAPL SNV_NS .L354V 0.0081 0.0554 - VUS 26.2 0.28 2 28 (77.8%) 8 (22.2%) 0 (0%) 

6 13 25097025 T A rs1044301916 PABPC3 SNV_NS L276H 7.96E-06 0.0001 - VUS 26.6 0.232 2 33 (82.5%) 7 (17.5%) 0 (0%) 

7 20 63278918 G A rs2273499 ARFGAP1 SNV_NS V131M 0.0036 0.0238 - VUS 29.1 0.152 2 22 (78.6) 5 (17.9%) 1 (3.6%) 

8 3 131029835 G C rs140058289 NEK11 SNV_NS V43L 0.0069 0.0483 - VUS 27.5 0.643 2 33 (82.5%) 7 (17.5%) 0 (0%) 

9 5 34850284 G A rs77793555 TTC23L SNV_NS A128T 0.0099 0.0451 - VUS 28.1 0.299 2 33 (82.5%) 7 (17.5%) 0 (0%) 

10 6 4995271 T C rs144676135 RPP40 SNV_NS Y277C 0.0049 0.0334 - VUS 27 0.403 2 33 (82.5%) 7 (17.5%) 0 (0%) 

11 11 5489310 G A rs190320444 OR52D1 SNV_NS G202R 0.0096 0.0674 - VUS 29.3 0.376 2 32 (84.2%) 6 (15.8%) 0 (0%) 

12 15 71748496 G A rs12439065 THSD4 SNV_NS D413N 0.0082 0.0524 - VUS 32 0.405 2 30 (83.3%) 6 (16.7%) 0 (0%) 

13 2 61185542 C G rs141666493 AHSA2P ncRNA_exón - 0.0076 0.0542 - VUS 29.8 0.468 2 34 (85%) 6 (15%) 0 (0%) 

14 20 62666451 C T rs147153778 SLCO4A1 SNV_NS R450W 0.0017 0.0117 - VUS 32 0.459 2 28 (82.5%) 6 (17.6%) 0 (0%) 

15 7 134247616 C T rs140175129 LRGUK SNV_NS R682C 0.0069 0.0345 - VUS 26.7 0.129 2 34 (85%) 6 (15%) 0 (0%) 

16 7 75058653 C T rs971053877 RCC1L SNV_NS G302R 0.0045 0.0222 - VUS 26.6 0.847 2 34 (85%) 6 (15%) 0 (0%) 

17 1 17240654 G A rs140750531 PADI1 SNV_NS R551H 0.0061 0.0297 - VUS 31 0.491 2 34 (87.2%) 5 (12.8%) 0 (0%) 

18 12 41552662 G A rs145855549 PDZRN4 SNV_NS E146K 0.0089 0.0627 - VUS 32 0.448 2 34 (87.2%) 5 (12.8%) 0 (0%) 

19 15 78101557 A G rs186449076 SH2D7 SNV_NS K435R 0.0052 0.04 - VUS 25.2 0.119 2 29 (85.3%) 5 (14.7%) 0 (0%) 

20 17 50839994 C T rs191998613 WFIKKN2 SNV_NS R143W 0.0059 0.0413 - VUS 30 0.335 2 16 (80%) 3 (15%) 1 (5%) 

21 18 60371544 A T rs79783591 MC4R SNV_NS I269N 0.001 0.0075 - VUS 26.8 0.487 2 33 (86.8%) 5 (13.2%) 0 (0%) 

22 2 70993734 T C rs151285112 TEX261 SNV_NS T38A 0.009 0.0391 - VUS 26.5 0.364 2 33 (86.8%) 5 (13.2%) 0 (0%) 

23 9 15657182 C G rs141812748 CCDC171 SNV_NS A293G 0.0052 0.0374 - VUS 29.4 0.191 2 35 (87.5%) 5 (12.5%) 0 (0%) 

24 1 3477900 G T rs190407416 ARHGEF16 SNV_NS R500L 0.0029 0.0199 - VUS 29.9 0.78 2 36 (90%) 4 (10%) 0 (0%) 

25 11 1470197 G A rs200771049 MOB2 SNV_NS A261V 0.0031 0.0194 - VUS 25.4 0.21 2 35 (89.7%) 4 (10.3%) 0 (0%) 

26 12 113315398 G A rs3764034 SLC8B1 SNV_NS L302F 0.0047 0.0266 - VUS 28.2 0.393 2 11 (73.3%) 4 (26.7%) 0 (0%) 

27 15 81313315 G A rs138188091 STARD5 SNV_NS R195C 0.0068 0.0499 - VUS 29.1 0.428 2 35 (89.7%) 4 (10.3%) 0 (0%) 

28 16 74410965 G A rs148861848 CLEC18B SNV_NS R272C 0.0086 0.0154 - VUS 33 0.362 2 31 (88.6%) 4 (11.4%) 0 (0%) 

29 2 174422999 C G rs34170959 SCRN3 SNV_NS S283C 0.0032 0.023 - VUS 26.1 0.1 2 36 (90%) 4 (10%) 0 (0%) 

30 2 222639607 T C rs138484554 FARSB SNV_NS Q143R 0.0028 0.0203 - VUS 28 0.656 2 36 (90%) 4 (10%) 0 (0%) 

31 3 138474321 C T rs191463941 ESYT3 SNV_NS R813W 0.0033 0.0244 - VUS 34 0.481 2 34 (89.5%) 4 (10.5%) 0 (0%) 

32 4 102798940 C T rs147920467 UBE2D3 SNV_NS A146T 0.0017 0.0117 - VUS 20.7 0.737 2 36 (90%) 4 (10%) 0 (0%) 

33 5 73578811 A G rs151157740 UTP15 SNV_NS K179E 0.003 0.0211 - VUS 29.4 0.385 2 36 (90%) 4 (10%) 0 (0%) 

34 5 7835432 G A rs76872483 C5orf49 SNV_SS R72* 0.0062 0.0394 - VUS 39 NA 2 36 (90%) 4 (10%) 0 (0%) 

Chr: Cromosoma, Pos: Posición en el genoma, Ref: Alelo de referencia, Alt: Alelo alternativo, ID: Identificador de la variante en dbSNP, Tipo: Tipo de mutación, SNV_NS:SNV no sinónima, SNV_SS: SNV sin 
sentido,  Cambio_aa: cambio en el aminoácido a nivel proteína, AF: Frecuencia alélica de las variantes derivad de la base de datos de gnomAD v2, AF_popmax: Frecuencia alélica máxima reportada en 
alguna de las poblaciones continentales (africano/afroamericano, asiático oriental, europeo, latino y sudasiático) de gnomAD v2.0, ClinVar: base de datos de asociación de fenotipos clínicos;  LP: Probablemente 
patogénica, VUS: Variante de significado incierto, CADD: predicción de puntuación continua similar a phred por el algoritmo de CADD. REVEL: puntuación de patogenicidad predicha por el algoritmo de 
REVEL, Hom_Ref: Homocigotos para el alelo de referencia, Het: Heterocigotos Hom_Alt: homocigotos para el alelo alternativo. 
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En el gráfico se puede observar que no existen mutaciones con alta penetrancia que se reporten en 

la mayoría de las muestras de la cohorte (Figura 7), lo cual es consistente con lo reportado en la 

literatura científica. En primer lugar, como mencioné anteriormente, los TCGT a nivel somático 

presentan un TMB bajo en comparación con otras neoplasias (González-Barrios et al., 2022). En 

segundo lugar, la naturaleza compleja de una enfermedad como los TCGT se traduce en un modelo 

de susceptibilidad altamente poligénico, donde cada variante contribuye de manera modesta al 

riesgo de la enfermedad (Litchfield et al., 2016).  Por ende, es esperable que la mayoría de las 

mutaciones sean aleatorias y poco frecuentes. A modo de comparación, en un estudio reciente, una 

de las nuevas variantes de susceptibilidad identificada por el grupo de Paumard-Hernández et al., 

(2018) fue encontrada en el gen PLEC y solo se reportó en 25 de los 365 pacientes, lo que representa 

un 6.8% de los casos totales (Paumard-Hernández et al., 2018). 

Los genes más frecuentemente mutados son TMEM67 (22/40 (55%) muestras), un gen que está 

involucrado en la migración del centriolo a la membrana apical y en la formación del cilio primario 

(Yinsheng et al., 2022) y EHMT1 (10/40 (25%) muestras) un gen que codifica para la metiltransferasa 

de la histona H3 en la lisina 9 que tiene un papel ampliamente estudiado en diferentes tipos de cáncer 

cuando su actividad o expresión se ve modificada (Nachiyappan et al., 2022; Saha & Muntean, 2021). 

Dentro del oncoplot (Figura 7) se buscó correlacionar la presencia de las diferentes variantes a las 

características clínicas de los pacientes. La revisión solo destacó que las variantes en los genes 

EHMT1, RPP40, NKAPL, CCDC171, ARHGEF16, ERAP2 y MYH4, se reportan únicamente en el 

grupo de pacientes con tumores no seminomas, sin embargo, debido al reducido número de 

muestras de pacientes con tumores seminomas, es difícil determinar sí estas variantes son distintivas 

de esta histología. Además de esta observación, no se detectaron mutaciones únicas que pudieran 

asociarse con los grupos según la respuesta al tratamiento con cisplatino, el pronóstico o las etapas 

clínicas.  

Interesantemente, cinco de los genes enlistados en la Tabla 7 (NKAPL, LRGUK, PABPC3, SLCO4A1 

y TEX261) están involucrados en la espermatogénesis durante el desarrollo (AmiGO versión 2022-

11-23, Aleksander et al., 2023; Ashburner et al., 2000; Carbon et al., 2009) y la desregulación de 

algunos de estos genes se asocia a la infertilidad masculina (Kumar & Singh, 2021; Ozturk et al., 

2016). Estos hallazgos adquieren una importancia significativa, dado que tanto la espermatogénesis 

como la infertilidad masculina son procesos biológicos estrechamente ligados con el riesgo al tipo 

de cáncer examinado en este proyecto. 

Las variantes de susceptibilidad previamente reportadas para TCGT (Litchfield et al., 2016; Pluta 

et al., 2021) no fueron encontradas en nuestro análisis debido a que las publicaciones en que se han 

reportado se enfocan principalmente en variantes comunes. Paralelamente, algunas de ellas están 

posicionadas en regiones no codificantes, que no pueden ser observadas con el enfoque WES. Sin 

embargo, algunos de los genes que albergan estas variantes de susceptibilidad, como PIK3CD, 

RAD51C, CENPE, ARL14, GSPT1, PCNT, SMARCAD1, USO1 y ZFPF64, fueron identificados en 

este análisis con variantes de baja frecuencia (≤ 2 pacientes).  

En conjunto, estos resultados amplían nuestro entendimiento de las alteraciones genéticas 

subyacentes en los TCGT de una población poco explorada, como la mexicana, al identificar de 

manera novedosa genes que no habían sido relacionados con la susceptibilidad a esta enfermedad. 

Además, subrayan la importancia de extender nuestra visión más allá de las variantes comunes y 

también de las mutaciones codificantes, abriendo así nuevas perspectivas para investigaciones 

futuras y enfoques terapéuticos innovadores. 
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8.4. Asociación de tipo casos-control a nivel de variantes individuales. 

Con el propósito de evaluar cuales de las variantes germinales detectadas en la cohorte de casos 

del INCan muestran los valores de mayor correlación con el fenotipo de estudio. La frecuencia alélica 

de las 2778 variantes clasificadas en los Niveles 1 y 2 fue comparada entre el grupo de casos TCGT 

(n=40) y el grupo de controles mexicanos (n=36). Para facilitar la visualización de los resultados, los 

valores de p obtenidos del análisis de asociación a nivel de variantes individuales fueron empleados 

para construir un gráfico de Manhattan (Figura 8A). En la Tabla 8 se colocaron los resultados de la 

comparación para las variantes más frecuentes en la cohorte TCGT.  

 

 

Figura 8. Gráficos de Manhattan para los análisis de asociación de variantes individuales. Se comparó la 
frecuencia alélica de las variantes en el grupo de casos contra la cohorte de controles sanos mexicano, 
graficando los valores de p antes y (A) y después (B) del ajuste por pruebas múltiples. Como validación se 
replicó el ensayo usando la frecuencia alélica reportada en la población latina de la base de datos gnomAD en 
su versión v2.1 non-cancer. Se graficaron los valores de p antes (C) y después (D) del ajuste por pruebas 
múltiples. La línea gris representa el umbral para valores significativos en un estudio de asociación del genoma 
completo (p= 5x10-8), la línea roja representa el umbral para valores sugerentes de asociación en un GWAS (p= 
1x10-5) y la línea gris se marca para un valor de p = 0.05. Los letreros corresponden al nombre del gen en el 
que se encontraron las variantes con los valores de p más pequeños en el análisis.
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Tabla 8 Resultados del análisis de asociación de tipo casos-controles para las variantes con una frecuencia alélica ≥5 % en la cohorte del TCGT 

      CASOS (n=40) CONTROLES (n=36) CONTROLES_gnomAD (n=~17,000) 

  Gen ID AF Ref Alt AF Ref Alt OR p p_adj AF Ref Alt OR(95% CI) p p_adj 

1 TMEM67 rs386834190 0.275 58 22 0.431 41 31 0.5(0.3-1.0) 0.044 1 NA NA NA NA NA NA 

2 EHMT1 rs1234654104 0.125 70 10 0.000 72 0 
10.1(1.2-

375.6) 0.002a 1 9.78E-05 30657 3 
1079.5(380.5-

4472.6) 2.3x10-24a 6.4x10-21 

3 
MPHOSPH1

0 rs4852764 0.113 71 9 0.111 64 8 0.9(0.4-2.7) 0.978 1 6.91E-02 18822 1398 1.7(0.9-3.5) 0.128 1 
4 NUP88 rs181249279 0.100 72 8 0.069 67 5 1.2(0.5-4.4) 0.501 1 4.42E-02 32682 1510 2.4(1.2-5.2) 0.015 1 
5 NKAPL rs61737340 0.111 64 8 0.056 68 4 1.7(0.6-6.6) 0.367a 1 5.59E-02 32345 1915 2.1(1.1-4.6) 0.042 1 

6 PABPC3 rs1044301916 0.088 73 7 0.000 72 0 6.8(0.8-263.9) 0.014a 1 0.00E+00 34236 0 
3238.5(395.4-

123458.0) 2.9x10-19a 8.1x10-16 
7 ARFGAP1 rs2273499 0.125 49 7 0.028 70 2 3.3(1.0-18.7) 0.041a 1 2.39E-02 33437 817 5.7(2.9-13.4) 7.8x10-7 2.2x10-3 
8 NEK11 rs140058289 0.088 73 7 0.083 66 6 0.9(0.3-3.1) 0.927 1 4.83E-02 32603 1655 1.9(0.9-4.3) 0.103 1 
9 TTC23L rs77793555 0.088 73 7 0.056 68 4 1.3(0.5-5.2) 0.540a 1 4.52E-02 32624 1544 2.0(1.0-4.6) 0.069 1 

10 RPP40 rs144676135 0.088 73 7 0.014 71 1 3.4(0.8-28.9) 0.066a 1 3.37E-02 31871 1111 2.7(1.4-6.2) 0.008 1 
11 OR52D1 rs190320444 0.079 70 6 0.097 65 7 0.7(0.3-2.4) 0.695 1 6.75E-02 31928 2310 1.2(0.6-2.8) 0.690 1 
12 THSD4 rs12439065 0.083 66 6 0.056 68 4 1.2(0.4-5.2) 0.745a 1 5.21E-02 33213 1825 1.6(0.8-4.0) 0.234 1 
13 AHSA2P rs141666493 0.075 74 6 0.069 67 5 0.9(0.3-3.5) 0.895 1 5.43E-02 32398 1860 1.4(0.7-3.4) 0.414 1 
14 SLCO4A1 rs147153778 0.088 62 6 0.028 70 2 2.2(0.7-13.1) 0.157a 1 1.17E-02 33853 401 8.0(3.9-19.8) 5.7x10-9 1.6x10-5 
15 LRGUK rs140175129 0.075 74 6 0.069 67 5 0.9(0.3-3.5) 0.895 1 3.47E-02 32843 1179 2.2(1.1-5.4) 0.049 1 
16 RCC1L rs971053877 0.075 74 6 0.083 66 6 0.8(0.3-2.8) 0.849 1 2.22E-02 6092 138 3.5(1.7-8.7) 0.002 1 
17 PADI1 rs140750531 0.064 73 5 0.069 67 5 0.8(0.3-3.1) 0.896 1 2.98E-02 33225 1019 2.2(1.0-5.8) 0.075 1 
18 PDZRN4 rs145855549 0.064 73 5 0.097 65 7 0.5(0.2-2.1) 0.455 1 6.28E-02 32099 2151 1.0(0.5-2.7) 0.962 1 
19 SH2D7 rs186449076 0.074 63 5 0.042 69 3 1.3(0.4-6.9) 0.484a 1 4.01E-02 25967 1085 1.9(0.9-5.0) 0.161 1 
20 WFIKKN2 rs191998613 0.125 35 5 0.042 69 3 2.4(0.8-12.5) 0.131a 1 4.14E-02 32837 1417 3.2(1.5-8.8) 0.008 1 
21 MC4R rs79783591 0.066 71 5 0.000 72 0 5.0(0.6-205.5) 0.059a 1 7.38E-03 34847 259 9.3(4.3-24.8) 3.8x10-9 1.1x10-5 
22 TEX261 rs151285112 0.066 71 5 0.042 69 3 1.2(0.4-6.1) 0.720a 1 3.91E-02 32913 1341 1.7(0.8-4.5) 0.232 1 
23 CCDC171 rs141812748 0.063 75 5 0.083 66 6 0.6(0.2-2.4) 0.621a 1 3.77E-02 32537 1275 1.7(0.8-4.4) 0.245 1 
24 ARHGEF16 rs190407416 0.050 76 4 0.028 70 2 1.2(0.3-8.0) 0.684a 1 1.99E-02 33544 682 2.6(1.1-7.5) 0.077 1 
25 MOB2 rs200771049 0.051 74 4 0.028 70 2 1.2(0.4-8.3) 0.683a 1 1.95E-02 32638 650 2.7(1.2-7.9) 0.067a 1 
26 SLC8B1 rs3764034 0.133 26 4 0.028 70 2 3.5(1.0-23.9) 0.060a 1 2.65E-02 26816 730 5.4(2.3-17.0) 0.008a 1 
27 STARD5 rs138188091 0.051 74 4 0.028 70 2 1.2(0.4-8.3) 0.683a 1 5.00E-02 27725 1459 1.0(0.4-3.0) 0.797a 1 
28 CLEC18B rs148861848 0.057 66 4 0.000 72 0 4.3(0.5-185.7) 0.056a 1 1.54E-02 8145 127 3.8(1.6-11.4) 0.024a 1 
29 SCRN3 rs34170959 0.050 76 4 0.028 70 2 1.2(0.3-8.0) 0.684a 1 2.31E-02 33433 789 2.2(1.0-6.5) 0.114a 1 
30 FARSB rs138484554 0.050 76 4 0.028 70 2 1.2(0.3-8.0) 0.684a 1 2.03E-02 30446 632 2.5(1.1-7.4) 0.081a 1 
31 ESYT3 rs191463941 0.053 72 4 0.056 68 4 0.7(0.2-3.6) 1.000a 1 2.44E-02 30479 761 2.2(1.0-6.5) 0.115a 1 
32 UBE2D3 rs147920467 0.050 76 4 0.028 70 2 1.2(0.3-8.0) 0.684a 1 1.19E-02 33822 406 4.3(1.9-12.7) 0.016a 1 
33 UTP15 rs151157740 0.050 76 4 0.028 70 2 1.2(0.3-8.0) 0.684a 1 2.12E-02 33525 725 2.4(1.0-7.1) 0.091a 1 
34 C5orf49 rs76872483 0.050 76 4 0.028 70 2 1.2(0.3-8.0) 0.684a 1 1.76E-02 34204 612 2.9(1.3-8.5) 0.053a 1 
35 HEATR4 rs145046095 0.013 79 1 0.097 65 7 0.1(0.1-1.0) 0.027a 1 5.26E-02 32721 1817 0.2(0.1-1.7) 0.131a 1 

 ID: Identificador de la variante en dbSNP, AF= frecuencia alélica, Ref: Conteos totales para el alelo de referencia, Alt: Conteos totales para el alelo alternativo, OR: Razón de 
probabilidades IC: Intervalo de confianza del 95%, p: valor p calculado según la prueba de Chi cuadrada o  (a) el test exacto de Fisher,  p_adj: valores de p después de la corrección de 
pruebas múltiples Holm considerando los 2778 ensayos. En negrita se señalan los valores con un p<0.05. En azul se señalan las variantes que son interesantes para su estudio en 
cohortes TCGT con un mayor número de muestras.  
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De las 2778 variantes, únicamente las variantes en los genes EHMT1, PABPC3, ARFGAP1, 

TMEM67 y HEART4 presentaron resultados significativos al obtener valores de p < 0.05. No 

obstante, para las variantes en los últimos dos genes (rs386834190 y rs145046095) la AF es mayor 

en el grupo control que en grupo de casos (Tabla 8), por lo que la asociación es negativa con el 

fenotipo y no se catalogan como variantes de riesgo.  

En nuestro ensayo, ninguna de estas variantes obtuvo valores de p < 0.05 después del ajuste de 

pruebas múltiples (Figura 8B, Tabla 8). Este resultado era esperado, debido a al tamaño de muestra, 

los valores de las frecuencias alélicas que se comparan en la prueba estadística no son tan 

discordantes entre grupos y las señales de significancia tienen valores moderados, en este caso, 

cercanos a 0.05. Aplicar ajustes estrictos de pruebas múltiples puede ser excesivamente drástico y 

enmascarar asociaciones genuinas entre variantes y fenotipos que podrían tener relevancia biológica 

y clínica (Lee & Lee, 2018; Ranganathan et al., 2016). Siendo así, al interpretar los resultados de 

estudios con un tamaño de muestra limitado, en lugar de descartar prematuramente variantes que 

no superen los umbrales de significancia después del ajuste, es necesario considerar estrategias de 

validación en cohortes independientes, análisis de tendencias biológicas consistentes en la literatura 

o la relevancia funcional de las variantes.  

 

Por esta razón, en este trabajo se realizó una validación adicional con una segunda cohorte de 

controles, con el propósito de abordar la pregunta de investigación de manera más robusta. Para 

este análisis se utilizó la AF reportada en los exomas de la base de datos pública gnomAD en su 

versión v2.1 non-cancer. Además, con la intención de aminorar el impacto de la estratificación 

poblacional, solo se consideraron los conteos de la población latina (nLatino/Admixed 

American=~17,000) dentro de la base de datos.  

 

Los valores de p obtenidos con la prueba estadística de asociación fueron integrados en un gráfico 

de Manhattan antes (Figura 8C) y después del ajuste por pruebas múltiples (Figura 8D). Las 

variantes germinales en los genes EHMT1, PAPBC3 y ARFGAP1 vuelven a sobresalir en el análisis, 

al presentar valores de p < 0.05 después de la corrección por pruebas múltiples (Figura 8D). La 

consistencia en los hallazgos en ambas cohortes aumentó la confianza en los resultados y las 

posiciona como las principales variantes con una potencial asociación al riesgo a desarrollar tumores 

de células germinales.  

 

Por su parte, las variantes en los genes SLCO4A1 y MC4R reportaron valores de p cercanos al 

umbral de asociación sugestiva a nivel genómico (p= 1.6 x 10-5 y p= 1.1 x10-5, respectivamente) 

(Figura 8D). Explorar su estudio de manera más profunda podría resultar valioso en la identificación 

de factores de riesgo asociados a la enfermedad.  

 

Es necesario enfatizar que el uso de gnomAD como población control ha sido objeto de debate, 

debido a que la falta de acceso a los datos a nivel individual hace imposible las correcciones por 

estratificación poblacional y que los datos entre casos-controles reciban el mismo procesamiento 

técnico y control de calidad (Karczewski et al., 2020).  

 

El uso de esta base de datos también generó un desequilibrio importante entre el tamaño de las 

muestras de casos y controles al tener 40 casos contra 17,000 controles (razón casos-control de 

1:425). Las simulaciones estadísticas que prueban el efecto de la razón casos-control en los estudios 

de asociación, muestran que los diseños con un desequilibrio extremo (razón 1:99) generan una tasa 

más alta de errores de Tipo I en comparación con diseños equilibrados (razón 1:1) (Yang et al., 2023; 

Zhang et al., 2019).  
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Los datos desequilibrados pueden violar los supuestos de las inferencias estadísticas y, por lo tanto, 

conducir a una mayor variación para la estimación de los coeficientes, incluidos el valor de p, el 

estadístico de la prueba y las dimensiones del OR (Dai et al., 2021).  

 

Finalmente, poniendo los resultados en perspectivo, se sabe que las pruebas de una sola variante 

en un GWAS consideran una asociación significativa cuando el valor de p es < 5 x10-8. Sin embargo, 

las pruebas de una sola variante son menos poderosas para variantes raras que para variantes 

comunes con tamaños de efecto idénticos (Kiezun et al., 2012). Un ejemplo claro es que con un 

OR=1.4, el tamaño de muestra requerido es de 6400 individuos para lograr una potencia de 80%, 

cuando la AF=0.1 y se supone una prevalencia de la enfermedad del 5% y un nivel de significancia 

de 5 x10-8 (Lee et al., 2014).  

 

Por esta razón y con el fin de superar los problemas de poder estadístico asociado a la prueba 

variantes raras de forma individual, se desarrollaron las pruebas de agregación de variantes, donde 

se evalúan los efectos acumulativos de múltiples variantes genéticas en un gen o región, 

aumentando el poder estadístico al considerar el efecto colectivo de las variantes en su asociación 

con la enfermedad (Bansal et al., 2010; Lee et al., 2014).  

 

8.5. Asociación de tipo casos-control por agregación de múltiples variantes basada en 

genes (Gene-burden test). 

El análisis de variantes raras requiere métodos estadísticos que difieren de aquellos utilizados para 

probar variantes comunes. Sumar la frecuencia alélica de todas las variantes que se describen en 

un gen puede ayudar a aumentar el poder estadístico de la asociación y con ello, la capacidad de 

describir efectos acumulativos que no son evidentes en el análisis de variantes individuales (Kiezun 

et al., 2012).  

Se realizó una prueba de agregación de múltiples variantes basada en genes (Gene-Burden test) 

para identificar genes mutados con una frecuencia significativamente mayor en pacientes con TCGT 

en comparación con controles de exomas latinos públicamente disponibles (gnomAD n=17,296), 

utilizando la paquetería TRAPD (Test Rare vAriants with Public Data) desarrollado para R por (Guo 

et al., 2018). La herramienta está optimizada para el uso de los datos disponibles en bases de datos 

públicas como gnomAD o ExAC y aunque está enfocado en identificar genes asociables a 

enfermedades mendelianas, existen reportes en donde utilizan el mismo abordaje con TRAPD para 

enfermedades complejas como astrocitomas pediátricos (Muskens et al., 2020).  

El archivo VCF con todas las variantes presentes en la base de datos de exomas de gnomAD fue 

anotado y filtrado bajo los mismos criterios con los que se seleccionaron las variantes de Nivel 1 y 

2. Por medio de TRAPD se agruparon las variantes calificadas (VC) en 16,354 genes y se realizó 

una prueba exacta de Fisher de una cola para determinar si existía una mayor carga de VC en los 

casos en comparación con los controles para cada gen, bajo un modelo dominante y uno recesivo. 

Los resultados para los 20 genes con el menor valor de p fueron colocados como datos 

representativos en la Tabla 9. Con los resultados se construyó una gráfica cuantil-cuantil (Figura 9).  

Un umbral de significancia conservador para esta estrategia es de p < 2,5 × 10−6, que consiste en la 

corrección de Bonferroni considerando aproximadamente 20,000 genes (Guo et al., 2018). Cabe 

recalcar que con este análisis ningún gen obtuvo un valor significativo bajo el modelo recesivo.  
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Tabla 9. Resultados de la prueba de agrupación basada en genes según TRAPD para 20 genes 
representativos. 

  CASOS (n=40) CONTROLES (n=17 296)     

Gen Het Ch Hom AC_total Het Hom AC_total p_dom p_rec 

PABPC3 7 0 0 7 39 0 39 1.00E-11 1 

PEBP1 2 0 0 2 14 0 14 6.10E-04 1 

SDHAF2 2 0 0 2 16 0 16 7.76E-04 1 

MC4R 5 0 0 5 320 5 330 9.23E-04 1 

OR6C65 2 0 0 2 22 0 22 1.39E-03 1 

SLC5A10 2 0 0 2 25 0 25 1.76E-03 1 

EIF1B 1 0 0 1 0 0 0 2.31E-03 1 

SH3BGR 1 0 0 1 0 0 0 2.31E-03 1 

CD1C 3 0 0 3 111 1 113 2.35E-03 1 

RAD51C 2 0 0 2 31 0 31 2.62E-03 1 

ASXL1 2 0 0 2 39 0 39 4.02E-03 1 

PEX6 2 0 0 2 40 0 40 4.22E-03 1 

OR2AT4 1 0 0 1 1 0 1 4.61E-03 1 

PAQR4 1 0 0 1 1 0 1 4.61E-03 1 

BARD1 2 0 0 2 47 0 47 5.70E-03 1 

TLN1 2 0 0 2 49 1 51 6.40E-03 1 

PATJ 5 0 0 5 524 0 524 7.08E-03 1 

Het:  No. de individuos que llevan al menos una variante heterocigótica en el gen, Ch: de individuos que llevan al menos 
dos variantes heterocigóticas en el gen, Hom:No. de individuos que llevan al menos una variante homocigótica en el gen. 
Ac_total: Conteo alélico total de las variantes en el gen, p_dom: valor p bajo el modelo dominante, p_rec: valor p bajo el 
modelo recesivo. 

 

Figura 9. Gráfico cuantil-cuantil para los valores p obtenidos por el gene-burden test usando un modelo 
dominante. En la gráfica se representa el umbral de p=2.5 x10-6.con una línea roja punteada. La línea azul 
punteada muestra la línea de ajuste observada entre el percentil 50 y 95 de los genes; la pendiente de esta 
línea es λΔ95. Los letreros corresponden al nombre del gen en el que se encontraron las variantes con los valores 
de p más pequeños en el análisis. 



- 48 - 
 

Nuestros resultados muestran que el gen PABPC3 es el único de los genes con un valor significativo 

de asociación para la prueba de carga de variantes múltiples bajo un modelo dominante (p = 1.0x10-

11). Este hecho es consistente con los análisis de asociación a nivel de variantes individuales, donde 

el SNV rs1044301916 en PABPC3 fue una de las alteraciones para las que se describieron los 

valores más pequeños de significancia (Figura 8). Esta coincidencia sugiere que la relación entre 

PABPC3 y el riesgo de desarrollar TCGT es sólida y con una menor probabilidad de que se deba al 

azar.  

PABPC3 es un gen que codifica para una proteína de unión a poly(A) que se expresa de manera 

específica en testículo. Es una proteína de 631 aminoácidos (70.1 kDa) con 92.5% de identidad a la 

proteína PABP1, que se expresa de manera ubicua en las células. Este tipo de proteínas están 

involucradas en la estabilidad y el mantenimiento de potencialidad de traducción del mRNA de vida 

prolongada (Féral et al., 2001).  

Se ha demostrado que las proteínas de unión a poli(A) (PABP) desempeñan funciones 

fundamentales en la estabilización y el control de la traducción de los mRNA durante la 

espermatogénesis (Elliot, 2003; Kleene, 1989), y está diferencialmente expresado en hombres 

infértiles con azoospermia no obstructiva (Ozturk et al., 2016).  

Con todo lo anterior, el resultado del análisis de asociación por agregación de múltiples variantes 

basada en genes establece un precedente importante para relacionar a PABPC3 con el desarrollo 

de los TCGT, aun cuando el ensayo presentó un coeficiente de control genómico λΔ95=1.27, según 

el algoritmo de TRAPD.  

En términos simples, el coeficiente λ es una estimación del exceso de errores de tipo falso-positivo, 

al medir la relación entre la distribución de los resultados observados y los esperados. Un valor λ = 

1 es lo esperado (Sofer et al., 2021). Para mitigar esta inflación se emplean estrategias que corrigen 

los artefactos más comunes como efectos de lote o de diferencias de ascendencia entre casos y 

controles (Georgiopoulos & Evangelou, 2016; van Iterson et al., 2017; Voorman et al., 2011). No 

obstante, estas correcciones necesitan los datos de los genotipos a nivel individual, y 

lamentablemente, en gnomAD esta información no está disponible (Guo et al., 2018).  

 

Cuando se critica esta prueba estadística, se explica que no se debería simplemente suponer que la 

presencia de dos o más mutaciones que ocurren de forma independiente en el mismo gen es una 

evidencia definitiva para el papel causal para ese gen en la enfermedad, pues para esto deberían 

tener la misma dirección y magnitud de efecto sobre el rasgo estudiado (MacArthur et al., 2014; 

Neale et al., 2011). Sin embargo, en nuestro estudio, la asociación propuesta entre PABPC3 y los 

TCGT se encuentra respaldada por evidencia más allá del gene-burden test. Esta evidencia engloba 

la tendencia de este gen a destacarse en el análisis de variante a nivel individual y que el contexto 

biológico respalde la relación con estos tumores. Ya que, al ser este un gen que se expresa 

específicamente en el tejido de estudio y que está involucrado en la espermatogénesis; el proceso 

crucial en el que se genera la lesión pre-invasiva GSNIS, que da pie a la formación de los TCGT 

(Cheng et al., 2018).  

 

8.6. Panel de variantes candidatas para su estudio en cohortes más numerosas de TCGT.  

A través de la evaluación y la integración exhaustiva de todos los resultados obtenidos a lo largo de 

este proyecto, hemos logrado realizar avances importantes en la comprensión de las bases 

genéticas de los tumores de células germinales testiculares. Con su enfoque exploratorio, este 

trabajo va más allá de la identificación de la relación entre PABPC3 y la neoplasia bajo análisis. Al 

haber identificado también novedosas variantes con valores sugerentes de asociación de los análisis 
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individuales. Como consecuencia, proponemos un panel de variantes que se perfilan como 

prometedores biomarcadores de riesgo para TCGT. 

La confirmación de la implicación de estas variantes en TCGT requiere validación adicional. No 

obstante, la investigación ya estaría direccionada a blancos específicos. Esta estrategia incrementa 

la probabilidad de que los resultados sean replicados en un estudio más amplio, pues evita el uso 

de secuenciación masiva en un número grande de muestras, una opción poco realista para los 

laboratorios que no cuentan con los recursos para hacerlo (Kiezun et al., 2012). Asimismo, la 

interpretación biológica de los resultados se vuelve más manejable y enfocada en entender el 

impacto de la variante y en el proceso patológico en el que está relacionada. Esto es esencial en la 

medicina traslacional, donde se busca aplicar los resultados de investigación genética en la práctica 

clínica. 

El panel de variantes candidatas propuesto en este trabajo se presenta en la Tabla 10, junto con 

algunas de las características funcionales de las variantes, y las enfermedades con las que se ha 

relacionado en diferentes bases de datos. 

Tabla 10. Panel de variantes germinales con un alto potencial de estar asociadas a los tumores de células 
germinales de testiculo. 

 Chr Pos Ref Alt ID Gen 
Localizaci

ón 
Cambio_a

a 
ClinVar_C

ond 
OMIM_ID 

COSMIC_
Ocu 

1 9 137743368 TA T rs1234654104 EHMT1 splicing - 
Síndrome 

de 
Kleefstra 

610253 
ovario, 

intestino 

2 13 25097025 T A rs1044301916 PABPC3 exón p.L276H - - 
riñon, 

intestino 

3 20 62666451 C T rs147153778 SLCO4A1 exón p.R450W - - - 

4 18 60371544 A T rs79783591 MC4R exón p.I269N Obesidad 601665 - 

5 20 63278918 G A rs2273499 ARFGAP1 exón p.V131M - - 
cáncer de 

mama 

Chr: Cromosoma, Pos: Posición en el genoma, Ref: Alelo de referencia, Alt: Alelo alternativo, ID: Identificador de la variante en dbSNP, 
Cambio_aa: cambio en el aminoácido a nivel proteína, ClinVar_Cond: Condición asociada a la variante en ClinVar, COSMIC_Ocu: Tipos de 
cáncer en los que se ha registrado la variante en Cosmicv95. 

 

Como se mencionó con anterioridad, PABPC3 es una proteína que estabiliza los mRNA en el 

testículo y favorece su traducción (Féral et al., 2001). Aunque su relación con el cáncer aún necesita 

ser profundamente explorada, la variante rs1044301916 ya ha sido identificada en muestras 

tumorales de pacientes con cáncer de riñón e intestino (Tabla 10) y la base de datos The Human 

Protein Atlas (Uhlén et al., 2015), lo propone como un marcador de pronóstico desfavorable para el 

cáncer de ovario.  

Por su parte, EHMT1 es una proteína que cataliza la metilación de la lisina 9 en la histona 3 

(H3K9me), una modificación asociada al silenciamiento transcripcional y al mantenimiento de la 

estabilidad genómica (Nachiyappan et al., 2022; Saha & Muntean, 2021). La sobrexpresión de esta 

proteína se observó en diferentes tipos de cáncer y en enfermedades de deterioro cognitivo (Iglesias-

Ortega et al., 2023; Nachiyappan et al., 2022).  

La variante rs1234654104 en EHMT1 se localiza en un sitio de splicing alternativo, estas mutaciones 

generalmente promueven la traducción de una proteína significativamente alterada debido a la 

omisión del exón, el acortamiento o la inclusión de material intrónico (G.-S. Wang & Cooper, 2007; 

Wimmer et al., 2007). Hasta el momento no hay reportes experimentales que demuestren su impacto 

en la función de la proteína. Aún con esto, se puede pensar que una desregulación en la actividad 

de EHMT1 puede tener un papel relevante en la serie de eventos que originan los TCGT debido a 

que la pérdida de H3K9me3 en la célula promueve rompimientos cromosómicos, las duplicaciones 

segmentarias y la ganancia de variantes estructurales (Kondo et al., 2008; Möller et al., 2019).  
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El gen ARFGAP1 codifica para una proteína activadora de GTPasa. La hidrólisis de GTP es 

necesaria para la disociación de proteínas de membrana y las vesículas derivadas del aparato de 

Golgi (Shiba & Randazzo, 2012). Se sugiere que ARFGAP1 desempeña un papel en la función 

fisiológica de los espermatozoides debido a su alta expresión en los testículos, y a que otro miembro 

de la familia de las ARFGAP, SMAP2, es importante para la formación de acrosomas durante la 

espermiogénesis en ratones (Van Son et al., 2020).  

Sin duda, el dato más importante para nuestro estudio es que se ha probado que ArfGAP1 suprime 

la translocación y activación lisosomal de mTORC1, un regulador maestro del crecimiento y la 

progresión del ciclo celular (Meng et al., 2021). Aunque nuestra comprensión de la función de 

ArfGAP1 en TCGT es limitada, su papel en la patogénesis necesita ser investigado considerando 

que se ha visto que los seminomas sobreexpresan proteínas de la vía mTOR (Yaba et al., 2016).  

Ahora bien, la proteína SLCO4A1 es un componente integral de la membrana plasmática de las 

células de todo tipo de tejidos con excepción del bazo y los leucocitos. Interviene en el transporte de 

Na+, sales biliares, ácidos orgánicos, hormonas tiroideas, estrona-3-sulfato, estradiol-17beta-

glucurónido y prostaglandina E2 (Stieger & Hagenbuch, 2014). La absorción alterada de estos 

sustratos puede contribuir a cambios en la actividad de agentes quimioterapéuticos, planteando su 

importancia en la enfermedad. La sobrexpresión del transportador está reportada en diferentes tipos 

de cáncer (X.-S. Wang et al., 2021) y es un marcador de pronóstico pobre en el cáncer colorrectal 

(Ban et al., 2017; Chen et al., 2023). 

Finalmente, MC4R es un receptor acoplado a proteínas G que participa en la ruta de señalización 

hipotalámica leptina-melanocortina. La mutación s79783591 con pérdida de función está fuertemente 

asociada con la diabetes tipo 2 y obesidad en la población mexicana (Vázquez-Moreno et al., 2021). 

Aunque hasta el momento no se ha establecido una relación entre obesidad y cáncer testicular, ya 

se han publicado trabajos que correlacionan la obesidad con afecciones relacionadas a TCa como 

la infertilidad (Nie et al., 2022). MC4R está involucrado en gran medida con los cambios en los niveles 

hormonales, el aumento de la temperatura testicular y la imposición de un microambiente inflamatorio 

(Nie et al., 2022; Palmer et al., 2012).  

Dentro de la base de datos de los pacientes, no se encuentra registrado ningún historial de 

comorbilidades, por lo que, no es posible decir sí la observación de la mutación se asocia a obesidad 

y no a los TCGT. Sin embargo, de los cinco pacientes con la mutación, únicamente 2 tienen un IMC 

> 25 (sobrepeso). No cabe duda, que la relación entre los TCGT y las enfermedades metabólicas 

como la obesidad o la diabetes es un tema muy interesante para investigaciones futuras.  

En resumen, todas las variantes incluidas en el panel propuesto se localizan en genes estrechamente 

relacionados con procesos celulares que podrían impulsar el desarrollo del cáncer, así como otras 

afecciones asociadas a los TCGT, como la infertilidad y la azoospermia. Estos hallazgos fortalecen 

la validez de los resultados presentados en este estudio y generan un fuerte estímulo para continuar 

la investigación en nuestra población, con el objetivo de validar el panel en cohortes más amplias y 

representativas. Esta validación es esencial para determinar la eficacia de estas variantes como 

biomarcadores de riesgo en la enfermedad y, en última instancia, su potencial implementación en la 

práctica clínica, para beneficio de los pacientes. 

  

8.7. Validación de los datos de secuenciación de exoma completo mediante la técnica de 

RFLPs.  

La secuenciación de exoma completo es una herramienta poderosa que permite analizar grandes 

volúmenes de información genética de manera eficiente. Sin embargo, también puede ser 
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susceptible a errores técnicos, especialmente en el proceso de llamado de variantes. Para asegurar 

la precisión de los hallazgos y validar la existencia de las variantes identificadas durante la fase de 

descubrimiento se optó por genotipificar las variantes rs1044301916 en PABPC3, rs147153778 en 

SLCO4A1 y rs2273499 en ARFGAP1 utilizando el método de análisis de los fragmentos de 

restricción de longitud polimórfica (RFLPs) en subconjuntos representativos de la cohorte TCGT.  

En primer lugar, se recuperaron las muestras de DNA sanguíneo de 28 pacientes del banco de 

ácidos nucleicos del INCan y para los 12 pacientes restantes el DNA se extrajo de las muestras de 

sangre periférica. La concentración final de todas las muestras de DNA genómico fue determinada 

usando el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

Posterior a esto, se separaron electroforéticamente 100 ng de DNA en un gel de agarosa al 1% para 

verificar su integridad (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% de las muestras de DNA genómico de los cuarenta 
pacientes de la cohorte TCGT.  MP: Marcador de peso GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).  

De las 40 muestras, 35 tienen una integridad alta o aceptable, para las que hay una banda definida 

de alto peso molecular en la parte superior del gel. No obstante, dado que las muestras serían 

empleadas como templado para amplificar productor de PCR no mayores a 350 pb, incluso las 5 

muestras parcialmente degradadas tenían la calidad suficiente para los ensayos de RFLPs. Las 

particularidades del ensayo de genotipificación para cada una de las variantes se desglosan a 

continuación.  

8.7.1. Variante rs147153778 en SLCO4A1 

La variante rs147153778 en SLCO4A1 corresponde a un cambio de una Citosina por una Timina en 

la hebra positiva de la cadena de DNA, la enzima de restricción CaiI con el sitio de restricción 

(5'  C  A  G  N  N  N ↓C  T  G   3' ) genera el corte en el alelo alternativo, como se observa en la 

Figura 10A. Para genotipificar esa variante se diseñaron dos oligonucleótidos que generan un 

producto de PCR de 186 pb, los productos de digestión para el alelo alternativo son dos bandas de 

104 y 82 pb. Debido a la resolución del gel de agarosa estas dos bandas migran a través del gel muy 

próximas entre sí.  
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Para la validación se usaron 15 muestras, 6 de ellas pertenecientes a los pacientes portadores del 

alelo alternativo y 9 homocigotos al alelo de referencia, según lo señala la secuenciación de exomas. 

El análisis de los fragmentos de restricción en el gel de agarosa mostrado en la Figura 11B confirmó 

la presencia de 6 portadores del alelo de referencia en condición heterocigótica dentro de la cohorte 

TCGT.  

 

 

Figura 11. Genotipificación de la variante rs147153778 en 15 muestras representativas del grupo de casos 
TCGT. (A) Sitio de corte de la enzima CaiI en el alelo referencia y en el alelo alternativo. (B) Geles de agarosa 
al 2.5% que muestran los patrones de restricción de longitud polimórfica de las muestras de la cohorte TCGT. 
El genotipo asignado es colocado en la parte inferior, las muestras con un alelo alternativo se señalan en azul.  
(-) Control de la reacción sin enzima de restricción, (+) Reacción con enzima de restricción. MW: Marcador de 
peso molecular, GE: genotipo. 

8.7.2. Variante rs2273499 en ARFGAP1 

La variante rs2273499 en ARFGAP1 corresponde a un cambio de una Guanina por una Adenina en 

la hebra positiva de la cadena de DNA, la enzima de restricción FatI con el sitio de restricción (5'    C    

A    T    G ↓ 3') genera un corte en el alelo alternativo, como se observa en la Figura 12A. Para 

genotipificar esa variante se diseñaron dos oligonucleótidos que amplifican un producto de PCR de 

153 pb, los productos de digestión para el alelo alternativo son cuatro bandas de 60, 58, 31 y 4 pb. 

Debido a la resolución del gel de agarosa, en un homocigoto al alelo alternativo solo se aprecian dos 

bandas, la primera con los productos de 58-60 pb y la de 31 pb.  

Para la validación se usaron 15 muestras, 6 de ellas pertenecientes a los pacientes portadores del 

alelo alternativo y 9 homocigotos al alelo de referencia, según lo señala la secuenciación de exomas. 

El análisis de los fragmentos de restricción en el gel de agarosa mostrado en la Figura 9B confirmó 

la presencia de 5 portadores del alelo de referencia en condición heterocigótica y un homocigoto 

(Paciente 33) dentro de la cohorte TCGT.  
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Figura 12. Genotipificación de la variante rs2273499 en 15 muestras representativas del grupo de casos TCGT. 
(A) Sitio de corte de la enzima FatI en el alelo referencia y en el alelo alternativo. (B) Geles de agarosa al 2.5% 
que muestran los patrones de restricción de longitud polimórfica de las muestras de la cohorte TCGT. El 
genotipo asignado es colocado en la parte inferior, las muestras con un alelo alternativo se señalan en azul y 
con dos alelos alternativos se señala en amarillo. (-) Control de la reacción sin enzima de restricción, (+) 
Reacción con enzima de restricción. MW: Marcador de peso molecular, GE: genotipo.  

 

8.7.3. Variante rs1044301916 en PABPC3 

La variante rs1044301916 en PABPC3 corresponde a un cambio de una Timina por una Adenina en 

la hebra positiva de la cadena de DNA, la enzima de restricción BstP1 con el sitio de restricción (5' C 

↓TTAAG 3') solo genera el corte en el alelo de referencia, como se observa en la Figura 13A. Para 

genotipificar esa variante se diseñaron dos oligonucleótidos que amplifican un producto de PCR de 

302 pb. Tras la digestión, los homocigotos al alelo de referencia generan tres bandas de 175, 113 y 

14 pb, un homocigoto al alelo alternativo solo genera dos bandas de 288 y 14 pb y un heterocigoto 

mostrará un patrón mixto (Ver Figura 3C, en sección de Métodos).  

En la validación se usaron 36 muestras, 7 de ellas pertenecientes a los pacientes portadores del 

alelo alternativo según lo señala la secuenciación de exomas. El análisis de los fragmentos de 

restricción en el gel de agarosa mostrado en la Figura 13B confirmó la presencia de 6 portadores 

del alelo de referencia en condición heterocigótica dentro de la cohorte TCGT, que son señalados 

con azul. Sin embargo, en el caso del paciente 32, que sería el último portador, el ensayo no arrojó 

resultados concluyentes debido a una baja amplificación del fragmento durante la PCR. 

En cuanto a las 9 muestras señaladas de rosa o verde, se describe una inconsistencia entre el 

genotipo observado (GE-O) en el gel de agarosa con los fragmentos de restricción y el genotipo 

esperado (GE-E) según los datos de secuenciación. 
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Figura 13. Genotipificación para la variante rs1044301916 en PABPC3 por RFLPs. (A) Sitio de corte de la 
enzima BspT1 en el alelo referencia y en el alelo alternativo. (B) Patrón de restricción de muestras de la cohorte 
de descubrimiento para las cuales ya es conocido el genotipo según la secuenciación de exomas. En rojo se 
señala la banda de 288 pb que se observa como una digestión incompleta del alelo de referencia de la muestra 
del paciente 3. (-) Control de la reacción sin enzima de restricción. (+) Reacción con enzima de restricción. MW: 
Marcador de peso molecular. 

Con el ayuda del visor IGV (https://software.broadinstitute.org/software/igv/) se revisó manualmente 

el archivo BAM de los pacientes que mostraron inconsistencias. Un archivo BAM contiene 

información sobre las lecturas o “reads” que se han secuenciado y cómo se han alineado con el 

genoma de referencia, incluye detalles sobre la calidad de las bases, la posición de alineamiento y 

la profundidad con la que fue secuenciada cada base de la molécula. En la Figura 14 se colocó una 
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imagen del visor para dos muestras representativas para cada uno de los subgrupos de pacientes, 

respecto al tipo de inconsistencia.  

En los pacientes marcados con el color verde, como el paciente 37 (Figura 14A), el archivo BAM 

registró entre 2 y 8 lecturas con el alelo alternativo en la posición de la variante rs1044301916. Dentro 

del análisis de datos genómicos, se eliminan las variantes con una profundidad menor a 10, dado 

que estos registros pueden atribuirse a artefactos de la secuenciación o dentro del alineamiento 

(Koboldt, 2020). No obstante, los falsos negativos en la asignación de genotipos también están 

relacionados con la mala asignación en el alineamiento que puede tener una variante con una 

inserción, deleción o CNV en la cercanía, como es el caso de la deleción de 12 pb río arriba de la 

posición de la variante. En este caso, se concluye que, el genotipo en estas muestras debe ser 

confirmado por el estándar de oro, que es la secuenciación de Sanger (Fujiki et al., 2018).  

 

. 
Figura 14. Visualización del vecindario genómico de la variante rs1044301916 del gen PABPC3 con la 
herramienta IGV. (A) En el paciente 37 se aprecian 3 lecturas en donde está presente la variante, sin embargo, 
este paciente fue catalogado como un heterocigoto al alelo de referencia en el análisis de los datos de WES. 
En las lecturas también se observa una deleción consistente de 12 pb río arriba de rs1044301916 (B) En el 
paciente 41, no hay ninguna lectura que registre la variante. El recuadro rojo ubica la posición de rs1044301916. 
Para cada paciente se desglosa el número total de lecturas que cubren dicha posición en la secuenciación y la 
base nucleotídica que fue detectada.  

Por el contrario, en los pacientes marcados con color rosa, como el paciente 41 (Figura 12B), no hay 

ninguna asignación del genotipo de baja calidad, por lo que, la razón más probable para la asignación 

errónea en el genotipo durante el ensayo de RFLPs es que para estas muestras en el gel se exhiba 

una digestión incompleta del producto de PCR, pese a que el tiempo de incubación sea el máximo 

recomendado por el fabricante.  

Con estas observaciones se concluye que la técnica de RFLPs para la variante rs1044301916 en 

PABPC3, haciendo uso de la enzima BstP1 no es la estrategia idónea para la genotificación de 

muestras dentro de la cohorte de descubrimiento, y para su empleo como estrategia en próximos 

ensayos con cohortes más grandes. Una alternativa para la genotipificación en la genitipificación 

mediante qPCR utilizando TaqMan SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems™, Thermo Fisher 

Scientific Corporation).   
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8.8. Análisis in silico de las proteínas de tipo silvestre y las mutantes 

Trasladar los resultados de un estudio genómico a un enfoque funcional es esencial para entender 

cómo las variantes genéticas identificadas en el estudio de asociación pueden impactar en la función 

de las proteínas y, en última instancia, en el mecanismo molecular subyacente que aumenta el riesgo 

de enfermedad. Comenzar con un enfoque bioinformático es recomendable, ya que proporciona una 

manera rápida de evaluar cómo la mutación podría influir en la estructura de la proteína, antes de 

proceder con experimentos funcionales. En este trabajo se usaron diferentes herramientas de 

Chimera X (Goddard et al., 2018; Pettersen et al., 2021) para visualizar los cambios que promueven 

las variantes rs1044301916 en PABPC3, rs147153778 en SLCO4A1 y rs2273499 en ARFGAP1.  

8.8.1. Variante rs1044301916 en PABPC3 (p.L276H) 

La proteína PABPC3 tiene cuatro motivos de reconocimiento de RNA (RRM) con los que interacciona 

con la cola de poliA de los RNA mensajeros (Figura 15A). El motivo C-terminal de las proteínas de 

unión a poliA (PABC) reconoce 15 residuos del dominio de interacción PAM-2 que se encuentra en 

proteínas indispensables para su función como el factor de terminación de la traducción eucariota, 

eRF3 (Féral et al., 2001).  

La mutación rs1044301916 genera el cambio de una Leucina por una Histidina en la posición 276 

de la proteína respecto al amino terminal. Este cambio se localiza dentro de una región con estructura 

secundaria definida, una alfa-hélice que funciona como un enlace entre RRM3 y RRM4 (Figura 15B).  

La simulación de rotámeros de ChimeraX analiza las diferentes orientaciones tridimensionales que 

puede adoptar el grupo lateral de un aminoácido en una proteína. Para este caso específico, la 

Histidina puede formar puentes de hidrógeno con el grupo lateral de la Arginina 272 en ciertas 

posiciones (Figura 15C). Estas interacciones pueden influir en la estabilidad de la alfa-hélice. 

La variante conlleva el cambio de un aminoácido alifático y pequeño por uno cargado positivamente 

a valores de pH fisiológico. El punto hidrofóbico amarillo que señala la flecha roja en la proteína de 

tipo silvestre desaparece en la proteína mutante (Figura 15D).  

Cabe recalcar, que, a pesar de la diferencia en las cargas entre los aminoácidos involucrados en la 

mutación, el cambio en el potencial electrostático no exhibe un cambio drástico (Figura 15E). No 

obstante, es importante recordar que esta proteína establece interacciones con la cola poli(A) de los 

mRNA a través de sus dominios RRM (Féral et al., 2001). Dado que el RNA lleva una carga negativa 

debido a la disposición de los fosfatos en la estructura de sus nucleótidos hacia el exterior de la doble 

hélice (Lipfert et al., 2014), su interacción con proteínas ocurre cuando reconoce regiones 

estructurales con superficies electrostáticas positivas en la proteína que complementan su carga 

(Shazman & Mandel-Gutfreund, 2008).  

En este contexto, la variante rs1044301916, que incrementa el potencial electrostático neto en una 

región expuesta al solvente, como es el caso de esta alfa-hélice, podría influir en la dinámica de la 

interacción entre RNA y PABPC3. Aunque es tentador asumir que esta variante fortalece la 

interacción y estabiliza el complejo, dicha suposición debe ser confirmada mediante experimentos. 

Una vía para evaluar esta dinámica es a través de ensayos de retardo de movilidad electroforética 

(EMSA) (Hellman & Fried, 2007). Además, herramientas de modelado como AlphaFold (Jumper 

et al., 2021) pueden ser valiosas para simular estas interacciones. 
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Figura 15. Comparación de la estructura de la proteína PABPC3 de tipo silvestre con la mutante. (A) Esquema 
de la proteína señalando sus dominios funcionales. RRM: RNA-recognition motif, PABC: poly(A)-binding protein 
C-terminal. (B) Esquema tridimensional que señala con colores los dominios funcionales señalados en (A). En 
rojo el residuo de Leucina 276. (C) Comparación estructural de la interacción de la proteína de tipo silvestre 
(arriba) y la mutante (abajo) con los aminoácidos adyacentes. Para la mutante se muestran las diferentes 
posiciones en las que podría orientarse el aminoácido en el espacio. El número señala la probabilidad de 
encontrar dicha orientación (prevalencia del rotámero). Los puentes de hidrógeno predichos se señalan con 
líneas puenteadas azules. (D) Modelo de superficie de hidrofobicidad de la proteína se tipo silvestre (izquierdo) 
y la mutante (derecho). (E) Modelo de superficie que señala el potencial electrostático de la proteína de tipo 
silvestre (izquierdo) y la mutante (derecho). Gráficos y análisis moleculares realizados con UCSF ChimeraX, 
desarrollados por Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics de la Universidad de California, 

San Francisco.  
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8.8.2. Variante rs147153778 en SLCO4A1 (p.R450W) 

SLCO4A1 es un transportador de aniones orgánicos que tiene un motivo Kazal de la familia de los 

inhibidores de serin-proteasas y dos regiones intrínsecamente desordenadas (UnIPROT ID 

E1P5H9). La predicción de la estructura tridimensional posiciona al residuo de Arginina 450 en el 

extremo de un dominio transmembranal que está proyectado a la cara citoplasmática (Figura 16B), 

una posición en la que puede interaccionar de forma electrostática con el ácido glutámico de la 

posición 694 que forma parte de la región desordenada del C-terminal (Figura 16C).  

La variante rs147153778 ocasiona la sustitución de una arginina por un triptófano, planteando como 

uno de los posibles desafíos la distorsión estérica. La simulación de rotámeros señala que este 

aminoácido provoca múltiples interacciones desfavorables debido a la proximidad de los átomos 

(marcados con líneas naranjas en la Figura 16C). En última instancia, el triptófano, por su tamaño 

voluminoso, puede inducir la reorientación de los núcleos cercanos al residuo 450, lo que conlleva 

un impacto significativo en el empaquetamiento de la proteína. 

Además, se ha reemplazado un aminoácido básico, por uno sin carga y altamente hidrofóbico, como 

se observa en el patrón de superficie hidrofóbico y el foco amarillo en la Figura 16D. Cuando 

pensamos en como esto puede influir en la función de SLOC4A1, la relación más probable es que 

esta modificación puede impactar directamente en la manera en la que este transportador 

interacciona con las moléculas que acarrea.  

SLOC4A1 interviene en el transporte de Na+, sales biliares, ácidos orgánicos, hormonas tiroideas, 

estrona-3-sulfato, estradiol-17beta-glucurónido y prostaglandina E2 (Stieger & Hagenbuch, 2014). 

Dicho de otra forma, iones o moléculas cargadas que no pueden abrirse paso a través de la 

membrana plasmática paso por difusión pasiva (Cooper, 2000).  

A lo largo de la literatura, se habla de cómo los residuos cargados en las asas que se proyectan 

hacia el citoplasma de un transportador desempeñan un papel fundamental en su función, pues estas 

cargas pueden atraer o repeler selectivamente iones con cargas opuestas en el citoplasma, 

facilitando su unión y transporte a través del transportador. O bien determinar su interacción con 

otras proteínas reguladoras (Miloshevsky & Jordan, 2004; Ruprecht & Kunji, 2021; Takemura et al., 

2009).  

Como se dijo, la variante rs147153778 cambia un residuo cargado positivamente por uno altamente 

hidrofóbico, este cambio podría y esto podría reducir la afinidad por las moléculas que transporta y 

por ende, propiciar un desbalance en las concentraciones intra/extracelulares de estas moléculas 

con efectos graves dentro de la célula.  
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Figura 16. Comparación de la estructura de la proteína SLCO4A1 de tipo silvestre con la mutante. (A) Esquema 
de la proteína señalando sus dominios funcionales. Kazal: motivo Kazal de la familia de los inhibidores de serin- 
proteasas, Dis: región desordenada. (B) Esquema tridimensional que señala con colores los dominios 
funcionales señalados en (A). En rojo el residuo de Arginina 450. (C) Comparación estructural de la interacción 
de la proteína de tipo silvestre (arriba) y la mutante (abajo) con los aminoácidos adyacentes. Para la mutante 
se muestran las diferentes posiciones en las que podría orientarse el aminoácido en el espacio. El número 
señala la probabilidad de encontrar dicha orientación (prevalencia del rotámero). Las posiciones que podrían 
generar una colisión entre átomos se señalan con líneas punteadas naranjas. (D) Modelo de superficie de 
hidrofobicidad de la proteína se tipo silvestre (izquierdo) y la mutante (derecho). (E) Modelo de superficie que 
señala el potencial electrostático de la proteína de tipo silvestre (izquierdo) y la mutante (derecho).  
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8.8.3. Variante rs2273499 en ARFGAP1 (p.V184M) 

ARFGAP1 es una proteína activadora de GTPasa del factor de ribosilación ADP con un dominio 

establecido para dicha función señalado de naranja en la Figura 17A. El residuo 184 en la proteína 

de tipo silvestre corresponde a un aminoácido alifático y poco voluminoso, la valina. Y está 

posicionado en una zona que no parece tener una estructura secundaria definida y espacialmente 

parece estar alejado del dominio Arf-GAP (Figura 17B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Comparación de la estructura de la proteína ARFGAP1 de tipo silvestre con la mutante. (A) Esquema 
de la proteína señalando sus dominios funcionales. Arf-GAP: Dominio de proteínas activadoras de GTPasa. 
ARF GTPase-activating proteins domain, ZnF: Dedos de zinc de tipo C4, Dis: región desordenada. (B) Esquema 
tridimensional que señala con colores los dominios funcionales señalados en (A). En verde el residuo de Valina 
184. (C) Comparación estructural de la interacción de la proteína de tipo silvestre (arriba) y la mutante (abajo) 
con los aminoácidos adyacentes. Para la mutante se muestran las diferentes posiciones en las que podría 
orientarse el aminoácido en el espacio. El número señala la probabilidad de encontrar dicha orientación 
(prevalencia del rotámero). Las posiciones que podrían generar una colisión entre átomos se señalan con líneas 
punteadas naranjas. (D) Modelo de superficie de hidrofobicidad de la proteína se tipo silvestre (izquierdo) y la 
mutante (derecho).   

D 

0.152 0.123 

0.127 0.108 

WT 

TYR 183 

VAL 184 

ASN 188 

ASN 188 ASN 188 

ASN 188 ASN 188 

TYR 183 

TYR 183 TYR 183 

TYR 183 



- 61 - 
 

En esta mutante, la valina es reemplazada por una metionina, que es un aminoácido más grande 

que la valina. En ciertas orientaciones el grupo lateral podría potencialmente generar colisiones con 

los átomos de la cadena lateral del Aspartato 188 que está próximo en la simulación (Figura 17C), 

y con ello, alterar la estructura de la proteína.  

En contraste con las dos variantes pasadas, las diferencias fisicoquímicas entre la valina y la 

metionina no son lo suficientes para alterar de manera importante la superficie hidrofóbica de esa 

región de la molécula (Figura 17D). Sin embargo, la metionina es un aminoácido que tiene 

propiedades únicas, el azufre en su estructura se puede oxidar, convirtiendo la metionina en sulfóxido 

de metionina (Lim et al., 2019). Al igual que con la fosforilación, la oxidación y reducción mediada 

enzimáticamente de residuos de metionina específicos funciona como un proceso regulador en la 

célula, la alteración del equilibrio metionina-sulfóxido en las proteínas ya se ha correlacionado con 

procesos patológicos, entre ellos cáncer (De Luca et al., 2010; Lim et al., 2019). 

Sin duda, el hecho de que ARFGAP1 sea un regulador negativo de la proteína mTORC1 (Yaba et al., 

2016)., es el vínculo más significativo que se puede encontrar entre esta proteína y el desarrollo del 

cáncer. En este sentido, un enfoque bioinformático podría ser útil para saber sí existe la posibilidad 

de que la mutación rs2273499 interviene en la forma en la que estas dos proteínas interaccionan.  

En resumen, se compararon los modelos de las proteínas silvestres con sus contrapartes mutantes 

para tres de las variantes candidatas del panel propuesto en este estudio:  rs1044301916 en 

PABPC3, rs147153778 en SLCO4A1 y rs2273499 en ARFGAP1. En primer lugar, se observó que 

tanto la variante en PABPC3 como en SLCO4A1 propician cambios puntuales en el carácter 

hidrofóbico y el potencial electrostático de las proteínas, lo que podría potencialmente alterar sus 

interacciones con otras biomoléculas. En segundo lugar, ninguna de las variantes se localizó en 

alguno de los dominios caracterizados de la proteína; no obstante, esto no descarta la posibilidad de 

que tengan un efecto en su función. Todas estas observaciones deben ser validadas 

experimentalmente para tener evidencia fundamental que permita avanzar más allá de las 

observaciones bioinformáticas y estadísticas, y brindar una comprensión más profunda de cómo la 

variante específica puede influir en la función de la proteína y, en última instancia, en el desarrollo 

de la enfermedad. 
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9. COMENTARIOS FINALES 

Actualmente, las tecnologías de secuenciación de alto rendimiento son indispensables para la 

detección a gran escala de las mutaciones relacionadas con distintas enfermedades humanas (Kanzi 

et al., 2020; Kiezun et al., 2012). No obstante, en los estudios de asociación de variantes raras, los 

investigadores deben ser cuidadosos con sus conclusiones, ya que un valor de p significativo no 

constituye evidencia suficiente para establecer causalidad de una variante con un fenotipo (Bansal 

et al., 2010; Cardon & Palmer, 2003; Kiezun et al., 2012; Lee et al., 2014; MacArthur et al., 2014).  

Debido a que los estudios con cohortes pequeñas no tienen el poder estadístico suficiente para 

asegurar la asociación, es esencial que los hallazgos derivados de los datos de secuenciación sean 

rigurosamente replicados en cohortes más grandes. Es crucial que la asociación genética sea 

sustentada por un análisis integral que combine evidencia genética y computacional, además de una 

evaluación experimental de las consecuencias estructurales y funcionales de cada variante en el 

producto génico para entender su relación con la enfermedad (Cardon & Palmer, 2003; Kiezun et al., 

2012; Lee et al., 2014; MacArthur et al., 2014) 

El estudio de los TCGT es muy retador. La oncogénesis es compleja, hay una importante 

heterogeneidad molecular e histológica (Chovanec & Cheng, 2022; Lobo et al., 2019; Martin et al., 

2022; Shen et al., 2018) y cuando se habla del riesgo, las variantes comunes tienen una contribución 

modesta en el desarrollo de la enfermedad (Litchfield et al., 2016; Pluta et al., 2021). A todo esto, se 

suma el hecho de que la prevalencia de los tumores es menor en comparación con otras 

enfermedades, lo que dificulta la formación de cohortes lo suficientemente grandes para cumplir con 

los requisitos estadísticos en las fases de replicación. 

Es importante destacar que, a pesar de las limitaciones de tamaño muestral en nuestro estudio los 

resultados obtenidos en este trabajo tienen un papel crucial de fase exploratoria y de generación de 

hipótesis. La propuesta de un panel de variantes candidatas, permite guiar futuras investigaciones 

de manera más efectiva y pragmática en términos de costos.  

Entendemos que nuestro trabajo analiza una muestra institucional con 40 pacientes, que no es 

representativa de las características genéticas de toda la población mestizo-mexicana, pero 

resaltamos su valor al ser la cohorte más extensa de pacientes mexicanos con TCGT secuenciados 

hasta la fecha.  

En este sentido, enfatizamos la urgencia de ampliar la representatividad de diversas poblaciones en 

los esfuerzos globales de secuenciación. Los datos de poblaciones poco estudiadas pueden 

constituir valiosas adiciones a las bases de datos genéticas, como gnomAD (Gudmundsson et al., 

2022). A medida que se recolectan y analizan más datos, es posible que todas las VUS, comunes 

en estas poblaciones subrepresentadas, sean reclasificadas según su impacto clínico (Moghadasi 

et al., 2016). En el futuro, es posible que este conocimiento sobre el riesgo genético se implemente 

en estrategias de detección temprana que beneficien a nuestra población.  
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10. CONCLUSIÓN 

En la población mexicana existen al menos 5 variantes en diferentes genes con un alto potencial a 

ser asociadas al riesgo a desarrollar tumores de células germinales de testículo. 

I. La variante rs1044301916 (T>A) en PABPC3, que induce el cambio del aminoácido L276H 

en su producto funcional 

II. La variante rs2273499 (G>A) en ARFGAP1, que induce el cambio del aminoácido V131M 

en su producto funcional.  

III. La variante rs147153778 (C>T) en SLCO4A1, que provoca el cambio del aminoácido R450W 

en su producto funcional. 

IV. La variante rs79783591 (A>T) en MC4R, que conlleva el cambio del aminoácido I269N en 

su producto funcional. 

V. La variante rs1234654104 (TA>T) en EHTM1, la cual afecta un sitio de splicing alternativo al 

inicio del exón 4.  

Ninguna de estas variantes había sido previamente asociada a los TCGT, lo que confirma que 

existen diferencias genómicas que influyen en el desarrollo y la respuesta terapéutica de los 

pacientes con TCGT entre distintas poblaciones.  

Por su parte, la prueba de agrupación múltiple de variantes a nivel gen reveló que el gen PABPC3, 

cuya expresión es específica en testículos, está significativamente asociado a los TCGT bajo un 

modelo dominante ( p < 2.5 × 10−6).  

La función de estos genes y las pruebas que los vinculan con diversos procesos relacionados con 

cáncer y espermatogénesis refuerzan la importancia que pueden tener en el desarrollo de los TCGT. 

Por lo tanto, este estudio enfatiza la necesidad imperante de continuar investigando estas variantes 

en una segunda cohorte de pacientes TCGT de mayor dimensión para validar nuestros resultados, 

confirmar su asociación con la enfermedad y proponer su uso como biomarcadores de riesgo dentro 

del entorno clínico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 64 - 
 

11. PERSPECTIVAS 

• La perspectiva más importante de este estudio reside en la genotipificación de las variantes 

propuestas en nuestro panel en una segunda cohorte de mayor tamaño compuesta por 

pacientes con tumores de células germinales de testículo. Este proceso tiene como propósito 

verificar los resultados obtenidos en nuestro estudio y ratificar la trascendencia de las 

variantes en relación con el riesgo de la enfermedad. 

 

Ampliar el tamaño muestral también brinda la oportunidad de explorar posibles correlaciones 

con otras características clínicas de los pacientes como el tipo de histología, grupo de riesgo 

o su respuesta al tratamiento, etc. Además, se puede investigar la co-ocurrencia de las 

variantes en el panel, lo cual podría tener un significado relevante en la formulación de 

paneles multigénicos para la evaluación del riesgo genético en nuestra población 

 

• Una premisa fundamental en la formulación del problema abordado en este estudio es que 

en nuestra población se presentan características únicas relacionadas con la susceptibilidad 

al riesgo de TCGT. Sin embargo, en este punto, no podemos afirmar que las variantes 

presentes en el panel sean exclusivas de nuestra población. Por lo tanto, surge un enfoque 

intrigante que consiste en examinar los datos disponibles de pacientes con TCGT que 

pertenecen a grupos con una composición ancestral diferentes a la población mestizo-

mexicana. Este análisis permitiría comparar la frecuencia de las variantes entre estas 

poblaciones y determinar si, efectivamente, existe una mayor prevalencia en individuos de 

origen mexicano. 

 

• El gen PABPC3 destacó en los análisis estadísticos como aquel con el mayor potencial a 

tener una relación con el desarrollo de TCGT. Una prometedora vía de investigación se abre 

ante nosotros, con el objetivo de caracterizar, tanto a nivel bioinformático como experimental, 

esta proteína y comprender en detalle cómo la mutación ejerce su influencia sobre su función 

y las interacciones que establece con los mRNA. 
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12. ANEXO 

12.1. Estimación de la ancestría global a partir de un análisis de componentes principales 

(PCA).  

 

Figura 12. Análisis de ancestría global de los individuos de la cohorte de descubrimiento (Casos y 

controles) a partir de un PCA.  (A) Gráfica tridimensional del espacio de ancestría de referencia 

(EAR), donde cada eje corresponde a los componentes principales (PC). (B) Gráfica del EAR 

añadiendo los datos de la población de estudio. (C) Gráfica del EAR añadiendo los datos únicamente 

del grupo control 1. (D) Gráfica del EAR añadiendo los datos únicamente del grupo de casos TCGT. 

El programa TRACE se usó para calcular la distancia en n dimensiones entre cada elemento del 

conjunto (n=3). Cada esfera corresponde a un individuo y el color está asignado según la población 

referida en el Panel de Diversidad del Genoma Humano, o el grupo de la población de estudio. Tanto 

el grupo de casos como el de controles se agrupan con los individuos de referencia americanos del 

HGDP, indicando que entre ellos hay una mayor semejanza.  
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12.2. Producción científica de la alumna durante la duración de la maestría.  

12.2.1. Carteles presentados en congresos internacionales 

Cancer Genetics and Epigenetics Gordon Research Conference en Lucca, Italia (22-25 de Mayo, 

2023)  
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12.2.2. Artículos publicados en revistas indexadas.  

 

Cuevas-Estrada B, Montalvo-Casimiro M, Munguia-Garza P, Ríos-Rodríguez JA, González-Barrios R, Herrera LA. Breaking 

the Mold: Epigenetics and Genomics Approaches Addressing Novel Treatments and Chemoresponse in TGCT Patients. 

International Journal of Molecular Sciences. 2023; 24(9):7873. https://doi.org/10.3390/ijms24097873 

https://doi.org/10.3390/ijms24097873
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