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Resumen

La Criptorquidia (CO) o no descenso testicular es la malformacién urolégica mas
frecuente en edades pediatricas y es uno de los principales factores de riesgo para
el desarrollo del tumor testicular de células germinales (TTCG) en la adultez. Se ha
propuesto que los microRNAs (miRNAs) en particular el cluster hsa-miR-371-373,
participan en la tumorogenesis testicular al favorecer la proliferacion y el
mantenimiento del estado pluripotente en las células germinales. Dentro de este
cluster se encuentra el hsa-miR-372, el cual se ha identificado como un oncogén
que inhibe la via de p53 mediante la represion de LATS2. En este trabajo se
evaluaron los ejes hsa-miR372/ARID4B/ARID4B, hsa-miR372/GALNT3/GALNT3 y
hsa-miR372/KPNA6/KPNAG, en muestras de pacientes con TTCG con el objetivo
de analizar su posible correlacion con las caracteristicas clinico-patolégicas de los
pacientes mediante RT-gPCR, inmunohistoquimica y la correlacion de Spearman,
sumado a la modulacién del hsa-miR-372 en la linea celular NT2/D1 para observar
su efecto sobre los transcritos y los productos proteicos de ARID4B, GALNT3 y
KPNAG6 mediante RT-qgPCR y Western blot.

En el grupo con TTCG se identificd una sobreexpresién significativa del hsa-miR-
372 y una disminucién de los transcritos ARID4B, GALNT3 y KPNAG6 respecto al
grupo control aunque no se encontraron diferencias significativas entre los niveles
de expresion de los 4 transcritos con las caracteristicas clinicas se encontraron
correlaciones positivas entre la expresion de GALNT3 y KPNAG, especialmente en
las correlaciones de los grupos con TTCG del tipo no seminoma (nsTTCG) y el
grupo en estadio |, sugiriendo una participacion conjunta en la tumorogénesis. La
inmunorreaccion para Vimentina mostré una pérdida de la estructura testicular en
las muestras con TTCG, mientras que para GALNT3 sélo el 29.16% (7/24) de las
muestras mostré inmunorreactividad, mientras que no se mostré para ARID4B vy
KPNAG. La expresion anormal de GALNT3 podria asociarse con alteraciones en
células de Sertoli en etapas tempranas; asi como, en la glicosilacion, el transporte
nuclear y la remodelacién de la cromatina. Tras la modulacion del hsa-miR-372 en

la linea celular NT2/D1 se confirmé su impacto sobre GALNT3 observando un
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aumento del transcrito y de la proteina al inhibir el miRNA. En conclusion, estos
datos respaldan la hipotesis de que la modulacién del hsa-miR-372 afecta sélo los
niveles de expresion del eje GALNT3/GALNT3 en la linea celular NTERA-2 de
TTCG, lo que concuerda con los niveles de expresion identificados para el eje hsa-
miR-372/GALNT3/GALNT3 en muestras de pacientes con TTCG.
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Abstract

Cryptorchidism (CO) or undescended testicles is the most common urological
malformation in childhood and is one of the main risk factors for the development of
testicular germ-cell tumors (TGCTs) in adulthood. It has been proposed that
microRNAs (miRNAs), particularly the hsa-miR-371-373 cluster, play an important
role in testicular tumorigenesis by promoting proliferation and maintaining the
pluripotent state in germ-cells. As part of this cluster is hsa-miR-372, which has been
described as an oncogene that inhibits the p53 pathway by repressing LATS2. For
this study, the expressions of the hsa-miR372/ARID4B/ARID4B, hsa-
miR372/GALNT3/GALNT3, and hsa-miR372/KPNAG6/KPNA6 axes were evaluated
in samples from patients with TGCT by RT-qPCR, immunohistochemistry, and
Spearman correlation. Subsequently, the correlation between expression levels and
the patients' clinicopathological characteristics was assessed. Finally, hsa-miR-372
expression was modulated in the NT2/D1 cell line to determine its effect on the gene
expression of ARID4B, GALNT3, and KPNA6 and their protein products by RT-
gPCR and Western blot.

The TGCT group showed significant overexpression of hsa-miR-372 and
underexpression of the ARID4B, GALNT3, and KPNAG6 transcripts compared to the
control group. Although no significant differences were found between the
expression levels of the four transcripts and the different clinical characteristics of
TGCT, positive correlations were found between the expression of GALNT3 and
KPNAG, especially for seminomatous and non-seminomatous TGCT, as well as for
clinical stage |, suggesting a joint role in tumorigenesis. Immunohistochemical
analysis for vimentin showed a loss of testicular structure in the TGCT-positive
samples, while for GALNT3 only 29.16% (7/24) of the samples showed
immunoreactivity, whereas no immunoreactivity was observed for ARID4B and
KPNAG6. Abnormal GALNT3 expression could be associated with alterations in
Sertoli cells at early stages, as well as in glycosylation, nuclear transport, and

chromatin remodeling. After modulation of hsa-miR-372 in the NT2/D1 cell line, its
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impact on GALNT3 expression was confirmed by observing an increase in transcript
and protein when miRNA was inhibited.

In conclusion, these data support the hypothesis that modulation of hsa-miR-372
affects only the expression levels of the GALNT3/GALNT3 axis in the NTERA-2 cell
line of TGCT, which is consistent with the expression levels identified for the hsa-
mMiR-372/GALNT3/GALNT3 axis in samples from TGCT patients.
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1. Introduccioén
1.1 Descenso testicular

El descenso testicular en el humano es un proceso bifasico secuencial, entre las
semanas 10 y 15 de gestacion, ocurre la fase transabdominal, durante esta etapa
los testiculos se ubican en la parte superior del abdomen, cerca de los rifiones
concretamente, los cuales se encuentran anclados por dos estructuras, en la parte
superior, por el ligamento suspensorio craneal que los conecta al diafragma; y en la
parte inferior, por el gubernaculo que los fija a la regioén inguinal (Elamo, Virtanen y
Toppari, 2022). Durante esta etapa del desarrollo embrionario, los testiculos
experimentan una migracién hacia la region lumbar proxima al anillo inguinal (la
entrada del futuro canal inguinal) (Makela et al., 2019), la hormona clave en esta
fase es la hormona similar a la insulina tipo 3 (INSL3), la cual es producida por las
células de Leydig. Esta hormona se une a su receptor, el receptor 2 de la familia de
la relaxina (RXFP2), ubicado en el gubernaculo. Esta unién estimula la reduccién
del corddn del gubernaculo y la hinchazén del bulbo del gubernaculo, lo que facilita
que el testiculo se situe cerca del area inguinal. Adicionalmente, INSL3 también
induce el ensanchamiento del canal inguinal, preparando el camino para la siguiente
fase del proceso (Rodprasert et al., 2024). Posteriormente, entre las semanas 25 a
35 de gestacioén ocurre la fase inguinoescrotal, en donde se lleva a cabo la migracién
activa de los testiculos a través del canal inguinal, el gubernaculo se remoldea e
inicia su migracion desde la region inguinal hacia el escroto a través del processus
vaginalis, este proceso esta regulado principalmente por los androgenos, en

especial la testosterona que actua sobre el nervio genitofermoral (NGF) lo cual
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provoca la liberacién del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (PRGC) lo
cual estimulara la migracion del gubernaculo, cuando el testiculo llega al escroto el
processus vaginalis se cierra en su extremo superior, para evitar hernias o

hidroceles (Hutson et al., 2015; Makela et al |., 2019; Virtanen et al., 2007).

1.2 Criptorquidia

La criptorquidia (CO) o también llamado no descenso testicular, es la malformacion
urolégica mas frecuente en varones recién nacidos. A nivel mundial, la CO afecta
del 2 al 9% de los varones a término (Barthold & Ivell, 2018) y del 30 al 45% en
nifios prematuros, en México no se cuenta con datos epidemiolégicos, sin embargo;
en el Instituto Nacional de Pediatria se registran anualmente en promedio 110 casos
de CO no sindromatica. Se estima que posterior al descenso espontaneo, después
del primer mes de vida, hasta el 1.5% de varones a término aun presentan uno o

ambos testiculos sin descender (Ciongradi et al., 2021; Radmayr, 2017).

La CO puede clasificarse de acuerdo con el grado de descenso testicular como CO
abdominal, inguinal, supraescrotal o ectdpica, lo que significa que no sigue la ruta
normal de descenso testicular; de acuerdo con la lateralidad, como CO unilateral o
bilateral (Figura 1); de acuerdo con la etapa de presentacion, como CO congénita o
adquirida; o de acuerdo con su etiologia, como CO sindromatica o no sindromatica

(Elamo et al., 2022; Radmayr, 2017).
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Figura1. Clasificacion de la CO. La CO se puede clasificar por la localizacion, ya sea Abdominal,
inguinal, supraescrotal y ectépico, cuando esta en una localizacion que no coincide con el descenso
normal. también se puede clasificar por el grado de afeccién, unilateral cuando solo afecta a un
testiculo o bilateral cuando afecta a ambos. Creado con BioRender.com

El tratamiento correctivo de la CO es quirurgico, para esto se considera un periodo
de 6 meses de edad, dentro del cual se puede presentar el descenso testicular
espontaneo en el paciente, posterior a este periodo se da un plazo de 12 meses
para realizar la correccion quirurgica; siendo asi los primeros 18 meses de vida el
lapso recomendado para corregir la CO vy limitar sus consecuencias sobre la

fertilidad y el riego oncoldgico durante la pubertad (Hildorf et al., 2020).

A nivel clinico, la CO se ha identificado como un factor de riesgo importante para el
desarrollo del tumor testicular de células germinales (TTCG), a partir de un

metaanalisis se determind que esta malformacién confiere un riesgo relativo (RR)
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de 4.8 (con intervalos de confianza al 95% de 4.0-5.7) de desarrollar TTCG a partir
de la pubertad en comparacién con la poblacion general (Dieckmann y Pichimeier,
2004). Sumado a esto, se ha reportado que del 5 al 9% de los pacientes con
diagnostico confirmado del TTCG cursaron con CO durante la infancia (Gurney
et al., 2017). Recientemente, se han publicado algunos reportes que demuestran
que algunos pacientes con CO mantienen de manera persistente gonocitos con
capacidad pluripotente mas alla del afio de vida (Kvist et al., 2018; Vigueras-
Villasefior et al., 2015), periodo en el cual estos gonocitos debieron diferenciarse
hacia espermatogonias para posteriormente durante la pubertad sustentar una
espermatogénesis adecuada (Tasian et al., 2009).

1.3 Teoria del gonocito

Los gonocitos son las células precursoras fetales/neonatales de las
espermatogonias indiferenciadas, consideradas como el reservorio de por vida de
células troncales germinales. El término gonocito fue acufado en 1957 por Clemont
y Perey, para nombrar a las células germinales primordiales (CGP) que residen en
la génada durante su desarrollo (Culty, 2009). Los gonocitos son células circulares
grandes que presentan un nucleo prominente que va de los 10 a los 12 mm y de
uno a tres nucleolos (Drumond et al., 2011) y presentan un citoplasma transparente
casi vitreo en forma de anillo (Culty, 2009). De acuerdo con evidencia cientifica, se
propone que los gonocitos son los responsables de desarrollar la neoplasia in situ
de células germinales (NISCG), que es considerada como la lesion precursora del
TTCG (Vigueras-Villasefior et al., 2015). Esta hipdtesis se basa en las similitudes

morfoldgicas y en la presentacion de una estructura de la cromatina permisiva, lo
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que se traduce en una actividad transcripcional elevada de factores de transcripcion
y proteinas que regulan la capacidad pluripotente y proliferativa, como POUS5SF1,
TFAP2C, KIT, PLAP y NANOG entre los gonocitos y las células atipicas de la NISCG
(Almstrup et al., 2010; Chavez-Saldana, 2017). De tal manera que, si los gonocitos
no se diferencian a espermatogonias y persisten mas alla de la etapa neonatal en
el testiculo, estos deben ser programados para morir mediante apoptosis; lo que
reflejara problemas de fertilidad en el futuro, si esto falla; los gonocitos se
mantendran como blancos de malignizacion testicular (Tien y cols,2020). Se ha
reportado que PDGFR estimula a la familia de las cinasas SRC, asi como; a las vias
de sefalizacion JAK2/STATS, lo cual favorece la diferenciacién de los gonocitos
impulsada por el acido retinoico (AR) (Manku y Culty, 2015). Adicionalmente, se ha
detectado una variante de PDGFRA en los gonocitos que es similar a la que se ha
identificado en el TTCG del tipo seminoma (sTTCG), lo cual podria explicar otra
posible relacion entre la persistencia de los gonocitos y el desarrollo del TTCG
(Palumbo et al., 2002). Actualmente, existe evidencia que ha demostrado tanto en
modelos animales como en pacientes pediatricos con CO, la presencia de gonocitos
persistentes con una expresion anormal de las proteinas POUSF1, TFAP2C, KIT,
PLAP y SALL4 en edades donde no deberian presentarse (Figura 2) (Vigueras-

Villasefior et al., 2015).
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Figura 2. Teoria del gonocito como posible blanco de malignidad para el desarrollo del TTCG. Esta
teoria propone que a partir de los gonocitos no diferenciados se desarrolla la NISCG que da pie al
desarrollo del TTCG. Creado con BioRender.com

1.4 Tumor testicular de células germinales

El TTCG es la neoplasia solida mas comun en varones de 15 a 44 afnos de edad a
nivel mundial teniendo una incidencia de 2.9 por cada 100,000 varones (Batool et
al., 2019), durante el siglo XX se observé un aumento en la incidencia del TTCG, en
especial entre hombres de ascendencia europea, uno de los ejemplos es
Dinamarca, donde aumenté de 7.0 a 10.01 por cada 100,000 habitantes entre los
anos 1970 y 2003 (Almstrup et al., 2020). De acuerdo con datos obtenidos de

GLOBOCAN (https://gco.iarc.fr/ ), en México el TTCG representa la neoplasia mas

incidente (9.3 por cada 100,000 habitantes) y la segunda causa de muerte asociada
al cancer en varones de la misma cohorte de edad (2.9 por cada 100,000
habitantes).

23



El diagndstico de esta neoplasia comienza por un examen fisico y es seguido de
otro tipo de pruebas como el ultrasonido, marcadores séricos tumorales y la
evaluacion patolégica confirmatoria (Batool et al., 2019). Fisicamente, el TTCG
suele manifestarse como una masa testicular indolora, sin embargo; algunos
pacientes pueden presentar dolor escrotal, dolor localizado y en espalda y flanco.
Durante la exploracion fisica se intenta evaluar las caracteristicas de la tumoracién
y se busca evidencia de metastasis a distancia principalmente en los ganglios
linfaticos y abdomen. La evaluacion imagenoldgica tiene como objetivo confirmar la
presencia de masa tumoral, determinar si es intra o extra testicular; valorar el
tamafio y la localizacion anatdmica; y examinar el testiculo contralateral para
descartar la presencia de otras lesiones o identificar factores de riesgo para la
NISCG (EAU Guidelines On Testicular Cancer - Uroweb, s. f.). Los marcadores
séricos en el TTCG son imprescindibles y estos consisten en la determinacion de
las concentraciones de la a-feto proteina (AFP), la gonadotropina coriénica humana
fraccion B (BGCH) y el lactato deshidrogenasa (LDH); lo cuales se presentan en
bajas concentraciones o indetectables en un individuo sano, sin embargo; en
pacientes con TTCG se presentan concentraciones elevadas. Se estima que estos
marcadores presentan en promedio un 60% de sensibilidad y especificidad para el
diagndstico del TTCG (Batool et al., 2019) (Dieckmann et al., 2012).

De acuerdo con la American Cancer Society, los tumores testiculares se dividen en
dos grandes grupos, los que se generan a partir del corddn sexual o estroma con
un origen en células de Sertoli y células de Leydig, que corresponden al 5% de los

tumores testiculares; y los que se desarrollan a partir de las células germinales,
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también conocidos como TTCG que corresponden al 95% de los casos restantes

(https://www.cancer.org/). EITTCG a su vez, se divide en tres grupos que dependen

principalmente de la edad de presentacién en el paciente y su origen embrionario.
El tipo | se presenta en pacientes en etapa infantil, los cuales desarrollan teratomas
y/o tumores de saco vitelino, muy raramente mixtos (Al-Obaidy y Idrees, 2021), que
se originan a partir de las células germinales primordiales (CPG) o de los gonocitos
(Oosterhuis y Looijenga, 2019); el tipo Il es el mas comun de los TTCG, se presenta
en jovenes y adultos en un intervalo de 15 a 45 afios, el cual se origina durante la
pubertad a partir de la NISCG, que se encuentra ligada a la persistencia de
gonocitos (Looijenga et.al., 2007). EI TTCG tipo Il se divide a su vez, en dos grandes
grupos, sTTCG y no seminoma (nsTTCG), este ultimo, puede estar constituido de
manera mixta o pura por cuatro tipos tumorales; carcinoma embrionario (CE),
coriocarcinoma (CC), tumor de saco vitelino (TSV) y teratoma (TE) (Vasdev et.al.,
2013); el tipo lll se presenta en hombres mayores (53 afos promedio), los cuales
desarrollan el seminoma espermatocitico, que como su nombre lo indica, tiene su
origen en los espermatocitos y/o espermatogonias (Figura 3) (Batool et.al., 2019;

Oosterhuis y Looijenga, 2019).
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Figura 3. Clasificacion de los tumores testiculares. Los tumores testiculares se clasifican en dos
grupos dependiendo el origen del tumor (de células germinales o de células del cordon sexual o
estoma, los tumores de células germinales de clasifican a su vez en tres tipos, donde el tipo | abarca
el tumor de saco vitelino y el teratoma, el tipo Il que engloba a los sTTCG y nsTTCG, y el tipo Il que
engloba a los seminomas espermatocitico.

Durante la practica clinica, se utilizan diversos marcadores histopatologicos para
poder clasificar el TTCG y dar la pauta para su abordaje, como POUSF1, el cual es
positivo en la NISCG, CE y en sTTCG,; KIT, que es positivo para la NISCG y negativo
para CE; CD30, positivo para CE; Glipican 3 y SALL4, positivos para el tumor de
saco vitelino (Batool et al., 2019). A pesar de contar con estos marcadores
histopatoldgicos, en los ultimos afios se ha introducido al diagndstico y prondstico
clinico, el uso de los microRNAs como biomarcadores mas sensibles y especificos

en esta neoplasia.

1.5 microRNAs
Los microRNAs (miRNAs) son una familia de moléculas de RNA cortos no

codificantes, con una longitud de 19 a 25 nucleétidos, que participan en la regulacion
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geénica a nivel post transcripcional donde interactua la region semilla del miRNA que
va de los 6 los 8 nucledtidos de longitud con la region 3’'UTR del RNA mensajero
(mRNA) (MacFarlane y R. Murphy, 2010; Peng y Croce, 2016). Un solo miRNA
puede tener cientos de mRNA dianas, por lo tanto, puede influir en la expresion de
muchos genes que suelen estar implicados en una via de senalizacion funcional
(Peng y Croce, 2016; Vishnoi y Rani, 2023).

La biogénesis canonica de los miRNAs comienza con la sintesis de un transcrito
largo primario (pri-miRNA) por la RNA polimerasa |l, que rapidamente es procesado
en el nucleo por el complejo microprocesador conformado por DROSHA y DGCRS,
estos liberan el miRNA precursor (pre-miRNA), una estructura de tallo-bucle de ~85
nucleotidos. El pre-miRNA sale al citoplasma celular por medio del complejo
Ran/GTP/Exportina 5, una vez fuera del citoplasma el pre-miRNa es procesado por
la RNAsa Il DICER la cual corta la estructura de bucle del pre-miRNA dejando un
miRNA duplex de ~20-22 nucledtidos, este duplex sera cargado al complejo de
silenciamiento por RNA denominado RISC compuesto por la proteina Argonauta 2,
Dicer, TRBP o PACT y GW182, el cual guia al miRNA hacia el mRNA diana para
llevar a cabo la funcion regulatoria (Peng y Croce, 2016; Vishnoi y Rani, 2023). En
general, los mMRNA objetivo que contienen secuencias que son complementarias al
miRNA seran degradados por un mecanismo de interferencia de RNA, mientras que
los MRNA con secuencias parcialmente complementarias en su region 3'UTR
estaran sujetos a la inhibicion temporal de la traduccion, y en menos medida

también a la degradacion de mRNA (Voorhoeve et al., 2006) (|Figura 4).
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Figura 4. Biogénesis de los microRNAs, La biogénesis de los miRNAs inicia en el nucleo celular, a
partir de la transcripcion mediada por la RNA Pol Il obtenemos el pri-miRNA, el cual sera procesado
por DROSHA y DGCRS8 para obtener un pre-miRNA que sera transportado al citoplasma por la
enzima exportina 5, donde DICER cortara la estructura de bucle y se obtendra un miRNA duplex,
que madurara en compania del complejo de silenciamiento RISC y tendra como objetivo la represion
de la traduccién, o bien la degradacion del mensajero blanco. Creado con BioRender.com.

Los cambios en los niveles de expresion de los miRNAs pueden ser consecuencias
de los cambios fisioldgicos en el cuerpo, como el embarazo, algunas enfermedades,
infecciones virales, e inclusive el cancer, lo cual permite su uso para el diagndstico
y monitoreo del estado de salud de los pacientes. El uso de los miRNAs como
diagnéstico, se debe al descubrimiento de la presencia de ellos en distintos fluidos
corporales, como son la orina, sangre, lavado bronquial, liquido sinovial, leche,

saliva, liquido cefalorraquideo, entre otros (Smolarz et al., 2022).
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2. Antecedentes

2.1 Expresion del cluster hsa-miR-371-373 en el tumor testicular de
células germinales

Se ha descrito que el cluster hsa-miR-371-373 se encuentra sobreexpresado en
TTCG, y que los niveles de expresion de este cluster se normalizan posterior a la
orquiectomia y/o las quimioterapias, (Chavarriaga y Hamilton, 2023) lo llevo al uso
del hsa-miR-371 como un biomarcador diagnostico y prondstico en la practica
clinica actual en Europa. Recientemente, esta prueba diagnéstica es distribuida por
GOLD STANDARD DIAGNOSTICS, la cual mide la abundancia relativa del hsa-
miR-371 en una muestra de suero o plasma sanguineo. Adicionalmente, se requiere
la utilizacion de un miRNA como control endégeno, destacando una sensibilidad del
100% y una especificidad del 96% (M371-Test, s. f.).

Por su parte, se ha reportado que la expresion del hsa-miR-372 y el hsa-miR-373
previene la inhibicion de CDK causada por el aumento de los niveles de p21°°! en
respuesta al estrés oncogénico, un analisis de los cambios en la expresion genética
mostréo que LATS2 esta subexpresado en las células que sobreexpresan el hsa-
miR-372 y el hsa-miR-373, experimentos posteriores demostraron que el hsa-miR-
372 y el hsa-miR-373 se dirigen a la regién 3’'UTR del mRNA de LATS2, lo que
conduce a la inhibicion de la traducciéon de la proteina LATS2 (Voorhoeve et al.,
2006).

2.2 ARID4B, GALNT3 y KPNA6 como posibles blancos del hsa-miR-372

Recientemente, un andlisis in sillico reportado por Garcia Andrade y cols., en el afio

2023, encontré que ARID4B, GALNT3 y KPNA6 como posibles blancos del hsa-
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miR-372 en el TTCG, los cuales ademas, podrian explicar la relacién a nivel
molecular entre la presentacion de CO en etapa infantil y el riesgo de desarrollo de
la neoplasia testicular durante la pubertad y la etapa adulta (Garcia-Andrade et al.,
2023).

ARID4B, junto con ARID4A, son miembros del complejo de remodelacion de la
cromatina. Estos actuan como represores transcripcionales tras ser reclutados por
la proteina RB (Wu et al., 2013) y se expresan en células germinales, en donde
ARID4B podria funcionar como un enlace funcional entre las vias del receptor de
andrégenos (AR) y el correpresor transcripcional RB1 (RB). Estas vias son
esenciales para la regulacion de la meiosis espermatogénica. En particular, la via
AR es fundamental para que las células germinales progresen mas alla de las fases
de paquiteno o diploteno durante la meiosis, proceso que depende de la presencia
de AR en las células de Sertoli. RB, ademas, interactua con AR y actua como un
coactivador de su actividad transcripcional (Chen et al., 2015). Cabe sefialar que,
ARID4B no es un marcador utilizado en el pronéstico ni diagnostico del TTCG, en
tejido  tumoral su inmunoreactividad es baja o} indetectable

(https://www.proteinatlas.org/).

GALNT3, es una enzima que tiene una alta abundancia en testiculo y pancreas,
aunque se ha reportado que su delecion en ratones produce una pérdida notable
de la infertilidad, aun no esta del todo clara su funcién en el testiculo. Sin embargo,
se ha sugerido que juega un papel importante en la O-glicosilacion de algunas de
las proteinas involucradas en la biogénesis del acrosoma en el aparato de Golgi

de las espermatidas (Miyazaki et al., 2013). Dichos cambios en la glicosilacion son
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una de las principales caracteristicas del cancer, GALNT3 mostr6 una fuerte
asociacion con un mal pronostico en el desarrollo de glioma de bajo grado (Pucci
et al., 2022). Se ha reportado que la inhibicion de la glicosilacion disminuyo el
crecimiento de las células troncales cancerosas de pancreas (Barkeer et al., 2018).
Adicionalmente, mutaciones en este gen han sido descritas en la microlitiasis
testicular; algo importante para tener en cuenta es que la microlitiasis testicular no
representa una condicion maligna, a menos que se asocie con otras enfermedades
urologicas como las hipospadias, infertilidad y la CO, lo cual se considera como un
factor de riesgo para el desarrollo de TTCG (Campagnoli et al.,2006). Cabe sefialar
que, GALNT3 no es utilizado como marcador prondstico ni diagndstico del TTCG,
en tejido tumoral su inmunoreactividad es media, baja o indetectable

(https://www.proteinatlas.org/).

KPNAG, es un miembro de la familia de las importinas a, proteinas que participan
en la via clasica de importacion nuclear. Estas actuan como adaptadores que unen
el sustrato a importar junto con las importinas B, facilitando asi, su transporte al
nucleo (Kohler et al., 1999). Aunque su funcion especifica en el testiculo no ha sido
completamente caracterizada, se ha sugerido que, al ser un transportador nuclear,
KPNAG6 podria influir en la diferenciacion de células germinales mediante la
regulacion del ingreso de factores de transcripcion al ndcleo. En modelos murinos,
Kpna6b promueve la importacion nuclear de Keap1, una proteina que regula al
factor de transcripcion Nrf2. Nrf2 es un regulador clave de la homeostasis redox
celular y activa la transcripcion de genes relacionados con enzimas antioxidantes,

desintoxicacion y transporte de xenobidticos (Sun et al., 2011). Cabe senalar que,
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KPNAG no es un marcador utilizado para el prondstico ni diagnéstico del TTCG, en
tejido  tumoral su inmunoreactividad es alta, media, o baja

(https://www.proteinatlas.org/).

3. Hipoétesis

La modulacion del hsa-miR-372 en la linea celular NT2/D1 afectara los niveles de
expresion de ARID4B, GALNT3, KPNAG6, y la Inmunodeteccion de las proteinas
correspondientes, correlacionandose con los niveles de expresion tumoral de hsa-
miR-372 y los transcritos de ARID4B, GALNT3 y KPNA6 en muestras de pacientes

con TTCG.

4. Justificacion

En la actualidad, existe un aumento considerable en la incidencia y mortalidad del
TTCG a nivel mundial y en nuestro pais. Uno de los padecimientos de riesgo para
el desarrollo de esta neoplasia en edad adulta, es la presentacién de CO en edad
pediatrica. Se ha reportado que algunos pacientes con CO mantienen gonocitos
persistentes en edades mas alla del afio de vida, los cuales sobreexpresan algunos
marcadores de riesgo para el desarrollo del TTCG. Sin embargo, se desconocen las
vias moleculares que expliquen la relacién entre ambos padecimientos. Resultados
in silico de nuestro grupo de trabajo muestran a los transcritos de ARIB4B, GALNT3,
KPNA6 como posibles blancos regulados por el hsa-miR-372. Por lo que, la
realizacion de este trabajo, ayudara a caracterizar los niveles de expresion del hsa-
miR-372, los transcritos de ARID4B, GALNT3, KPNAG y la Inmunodeteccion de las
proteinas codificadas por estos mismos en la linea celular NT2/D1 y en muestras
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de pacientes con de TTCG, con el objetivo de identificar su posible correlaciéon en
la expresidn entre los componentes de cada eje; asi como, la expresién tumoral de
estos marcadores con algunas de las caracteristicas clinico-patolégicas de los
pacientes. Lo que nos ayudara en un futuro a establecer marcadores moleculares
por los cuales pacientes pediatricos con CO desarrollan la neoplasia testicular en
edad adulta.

5. Objetivo general

Evaluar los ejes hsa-miR-372/ARID4B/ARID4B, hsa-miR-372/GALNT3/GALNT3 y
hsa-miR-372/KPNA6/KPNAG en la linea celular NTERA-2 cl-D1 y su correlacién con
muestras de pacientes con TTCG.

5.1 Objetivos especificos

-Determinar los niveles de expresion del hsa-miR-372 y de los transcritos ARID4B,
GALNT3 y KPNA6 en muestras de TTCG.

-Describir a nivel histolégico la inmunorreactividad para ARID4B, GALNT3, KPNAG6
en muestras de TTCG.

-Correlacionar los resultados de los ejes hsa-miR-372/ARID4B/ARID4B, hsa-
mMiR372/GALNT3/GALNT3 y hsa-miR-372/KPNA6/KPNA6 y las caracteristicas
clinico-patolégicas de los pacientes.

-Evaluar el efecto de la modulacién del hsa-miR-372 en la linea celular NT2/D1
sobre los niveles de expresion de los transcritos de ARID4B, GALNT3, KPNAG6 y la

Inmunodeteccién de las proteinas codificadas por estos mismo.
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6. Estrategia experimental

En el presente trabajo de tesis contemplé cuatro fases experimentales, descritas a
continuacion:

Fase 1: Seleccion de pacientes con tumor testicular de células germinales (TTCG)
(grupo TTCG) y de individuos control (grupo Control), provenientes del INCan y del
INCIFO respectivamente. A partir del tejido testicular de ambos grupos se
determinaron los niveles de expresion relativa de hsa-miR-372 y de los transcritos

ARID4B, GALNT3 y KPNAG.

Fase 2: Determinacion de la inmunorreactividad de las proteinas ARID4B, GALNT3

y KPNAG mediante ensayos de inmunohistoquimica a partir del tejido testicular.

Fase 3: Determinacion de la correlacion entre los niveles de expresion de los
componentes de cada eje, asi como; con las caracteristicas clinico-patologicas de

los pacientes con TTCG.

Fase 4: Evaluacion del efecto de la modulacién de hsa-miR-372 en la linea celular
NT2/D1, sobre los niveles de expresion de los transcritos ARID4B, GALNT3 y
KPNAG, asi como, sobre la Inmunodeteccion de las proteinas codificadas por estos

genes, como se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Estrategia experimental. Cada fase correspondié a un objetivo, en las fases 1y 2
se trabajo con Tejido humano, en la fase 3 con los datos obtenidos a partir de la busqueda
de expedientes ene | INCanet y los resultado de expresion de la fase 1, por ultimo, en la
fase 4 se trabajé con cinco grupos obtenidos de la linea celular NT2/D1.Creado con

BioRender.com
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7. Materiales y métodos

7.1 Seleccién de muestras
Respecto al grupo Control, se incluyeron a conveniencia 5 muestras de archivo de
tejido testicular, las cuales cumplieron con las siguientes caracteristicas:

1. Muestras provenientes de varones en etapa peripuberal.

2. Muestras histolégicamente integras.

3. Muestras con un epitelio seminifero normal acorde a la edad.

4. Muestras que contaran con el consentimiento informado para su uso.
Respecto al grupo TTCG, se incluyeron a conveniencia 26 muestras de tejido
tumoral con diagnéstico confirmado de TTCG por el departamento de patologia, los
cuales cumplieron con las siguientes caracteristicas:

1. Muestras de TTCG tipo Il.

2. Muestras de TTCG primario.

3. Muestras de pacientes sin tratamiento quimioterapéutico o

radioterapéutico.

4. Muestras histolégicamente integras.

5. Muestras que contaran con el consentimiento informado para su uso.
Para este ultimo grupo, se obtuvieron las caracteristicas clinico-patologicas
mediante la revision de los expedientes clinicos electronicos en el INCanNet y
posteriormente se confirmaron los datos recabados con la revision de los
expedientes fisicos. Para este trabajo de tesis se consideraron como datos de
relevancia la edad al diagndstico, lateralidad del tumor, antecedentes personales de

CO, edad de realizacion de la orquidopexia, antecedentes familiares de TTCG, el
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estadio clinico del paciente, histologia del tumor, presencia y localizacion de

metastasis, presencia de microlitiasis y presencia de NISCG.

7.2 Determinaciéon de la expresion relativa del hsa-miR-372 y de los

transcritos de ARID4B, GALNT3 y KPNAG6 en muestras de TTCG

Para esto, se extrajo RNA total de tejido fresco control y de TTCG segun las
instrucciones del Kit comercial RNeasy® de QIAGEN®. Las reacciones de RT para
el hsa-miR-372 se llevaron a cabo utilizando el ensayo Stem-loop RT miRNA
(AppliedBiosystems); mientras que, para los transcritos de ARID4B, GALNT3 y
KPNAG6, se realizaron con las sondas Tagman hsa-miR-372 (#4426961-RT),
RNU6B (#4427975-RT), GADPH (#402869), ARID4B (#4331182), GALNT3
(#4331182) y KPNAG6 (# 4331182), el kit comercial TagMan® Reverse Transcription
Reagents de Thermo Fisher® (#N8080234). En ambos casos, se retro-
transcribieron 100 ng de RNA total utilizando iniciadores RT en bucle (Applied
Biosystems) siguiendo el protocolo del fabricante. La deteccion del hsa-miR-372,
ARID4B, GALNT3 y KPNAG6 se realizé con las mismas sondas Tagman (TM en el
caso el hsa-miR-372 y RNUG6B), el TagMan Universal PCR Master Mix
(AppliedBiosystems). La qPCR se llevo a cabo en un equipo 7500 Real-Time PCR
System (AppliedBiosystems). La expresion relativa se determind utilizando el
método comparativo Ct (27-22Ct), RNU6B y GAPDH se utilizaron como controles
enddgenos para la normalizacion de datos, segun fuera el caso, mientras que H20

libre de RNAsas se utiliz6 como control negativo.
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7.3 Evaluacion histolégica y determinaciéon de la inmunorreactividad

para ARID4B, GALNT3 y KPNAG6 en muestras de TTCG

Para la evaluacion histologica y los ensayos de inmunohistoquimica, se realizaron
cortes de 4 ym de grosor de tejido incluido en parafina y se montaron en laminillas
cubiertas con gelatina. A partir de estas, se desparafinaron, para la evaluacién
histolégica se realiz6 la tincibn Hematoxilina y eosina (H&E). Para la
inmunohistoquimica, posterior a la desparafinar se desenmascararon los epitopes
utilizando citrato de sodio (BioSB), se marcé el contorno alrededor de los tejidos con
un lapiz hidrofobo y se acomodaron las laminillas en una camara humeda, se
lavaron con PBS 1X-Tween 20 al 0.1% (Sigma-Aldrich) para permeabilizar la
membrana, se lavaron en repetidas ocasiones con PBS 1X 'y se incubaron con BSA
al 5% (2 horas). Posterior a esto, se incubd con el anticuerpo primario monoclonal
de humano para Vimentina, ARID4B, GALNT3 Y KPNAG, las diluciones se
realizaron en BSA al 5% de la siguiente manera; vimentina en 1:50, ARID4B en
1:150, GALNT3 en 1:200 y KPNAG 1:150, se incubo durante 24 horas, al finalizar el
tiempo de incubacién se realizaron varios lavados utilizando PBS 1X Tween-20, se
agrego el anticuerpo secundario, anti-raton en el caso de vimentina y anti-conejo en
el resto, ambos fueron diluidos 1:200 en BSA al 5%, se dejo incubar por 2 horas,
posteriormente se realizaron lavados con PBS 1X, se incubd con el complejo
Avidina+Biotina (A+B) durante 1 hora, posteriormente, se revelaron utilizando
diaminobencidina GV825 DAKO y se contrastaron con Hematoxilina de Harris,

finalmente fueron montadas con resina de montaje y un cubreobjetos. Se
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observaron distintas secciones de los cortes buscando la presencia o ausencia de
inmunorreactividad, para esto se utilizo el sistema de analisis de imagenes (Image-
Pro-Plus 6.0). Se tom6 nota de las muestras que presentaron una
inmunorreactividad especifica y reproducible, estas se consideraron como

inmunorreactivas.

7.4 Correlacion de los niveles de expresion del hsa-miR-372, ARID4B,
GALNT3 Y KPNAG6 con las caracteristicas clinico-patologicas de los

pacientes

La correlacion entre los niveles de expresion del hsa-miR-372, de los transcritos y
las variables clinico-patologicas, se determind mediante el coeficiente (rho) de
Spearman, utilizando el software Rstudio 2025.09.1. Las variables categoricas se
anotaron como 1= presencia y 0= ausencia. Los datos fueron organizados en hojas
de Excel y exportados en formato CSV, se empled la funcion rcorr() del paquete
Hmisc para calcular la matriz de correlaciones de Spearman (r) y los valores de
significancia estadistica (p). Para la interpretacion y apreciacion de los resultados
se generd un mapa de calor utilizando el paquete corrplot. En total se realizaron 6

analisis, los cuales se describen a continuacion:

1. Correlacion global: se correlacionaron los niveles de expresion del hsa-miR-
372, ARID4B, GALNT3 y KPNAG6 de todas las muestras de TTCG.

2. Correlacion por tipo histolégico nsTTCG: se correlacionaron los niveles de
expresion de los 4 transcritos y datos clinico-patolégicos como antecedentes

de CO, microlitiasis, NISCG, metastasis y estadio clinico.
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3. Correlaciones por estadio clinico (I y Ill): se correlacionaron los niveles de
expresion de los 4 transcritos y datos clinico-patoldgicos como antecedentes
de CO y microlitiasis, NISCG, metastasis y tipo histoldgico.

4. Correlaciones por presencia o ausencia de NISCG: se correlacionaron los
niveles de expresion de los 4 transcritos y datos clinico-patolégicos como

antecedentes de CO, microlitiasis, metastasis y tipo histoldgico.

La fuerza de las correlaciones se determind como se enlista a continuacion,

adicionalmente se considero6 estadisticamente significativo con valores de p < 0.05.

0.00 - 0.19 Correlacién muy débil

0.20-0.39 Correlacion débil

0.40 —0.69 Correlacion moderada

e 0.70-1 Correlacion fuerte

7.5 Modulacién de la expresién de ARID4B, GALNT3 y KPNA6 mediada por

el hsa-miR-372

Para esto, se utilizé la linea celular NT2/D1, la cual se cultivd en medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Life Technologies), suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina a 37°C
en atmodsfera de 5% de COz2, a una humedad del 95%. Para el mantenimiento de
los cultivos, se realizaron pases cuando la confluencia alcanzaba el 80%. Para la
transfeccion, se sembraron 200,000 células por pozo en una placa de 6 pozos,

después de 24 horas se realiz6 la transfeccion con lipofectamina, obteniendo asi 5
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grupos de estudio; 1) NT2/D1 sin transfectar (condicion basal), 2)
NT2/D1+lipofectamina (con agente de transfeccion), 3) NT2/D1+Scramble (como
control experimental), 4) NT2/D1+mimic-miR-372 y 5) NT2/D1+AntagomiR-372 la
transfeccion de los ultimos tres grupos se realizé a una concentracion de 30 nM.
Posteriormente, se obtuvo el RNA total por el método de trizol, para realizar los
ensayos de expresion relativa del hsa-miR-372 y de los transcritos de ARID4B,
GALNT3 y KPNA6 y proteinas totales por sonicacion para determinar la
Inmunodeteccion proteinica de las proteinas correspondientes, en ambos casos se

analizaron tres replicas biolégicas y sus respectivos triplicados técnicos.

7.5.1 Extraccion de RNA total

Las células cultivadas en placas de 6 pozos, bajo las condiciones experimentales
previamente descritas, fueron lisadas mediante la adicion de 1 mL de Trizol Reagent
(Ambion) por pozo. El lisado celular fue transferido a microtubos de propileno de 1.5
mL y se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la completa
disociacion de complejos nucleoproteicos. Posteriormente, se afiadieron 200 L de
cloroformo, se mezclé vigorosamente por inversidn manual durante 15 segundos y
se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente. La fase organica fue separada
por centrifugaciéon a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se recuperé la fase
acuosa y se procedio a la precipitacion del RNA total mediante la adicidon de
isopropanol. El pellet obtenido tras centrifugacién fue lavado con etanol al 75% y
posteriormente con etanol absoluto (100%). Finalmente, el sedimento de RNA fue
resuspendido en 50 yL de agua libre de nucleasas (grado molecular) a 53 °C y

almacenado a -70 °C hasta su uso posterior.
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7.5.2 RT-qPCR

Las reacciones de RT para hsa-miR-372 se llevaron a cabo utilizando el ensayo
Stem-loop RT miRNA (AppliedBiosystems); mientras que, para los transcritos de
ARID4B, GALNT3 y KPNAG, se realizaron con el kit comercial TagMan® Reverse
Transcription Reagents de Thermo Fisher®. En ambos casos, se retro-
transcribieron 100 ng de RNA total utilizando iniciadores RT en bucle (Applied
Biosystems) siguiendo el protocolo del fabricante. La deteccion de hsa-miR-372 y
los transcritos de ARID4B, GALNT3 y KPNAG6 se realizé con el TagMan Universal
PCR Master Mix (AppliedBiosystems). La gPCR se llevo a cabo en un equipo 7500
Real-Time PCR System (AppliedBiosystems). La expresion relativa se determind
utilizando el método comparativo Ct (2A-22Ct), RNU6B y GAPDH se utilizaron como
controles enddgenos para la normalizacion de datos respectivamente, mientras que

H20 libre de RNAsas se utilizé6 como control negativo.

7.5.3 Extraccion de proteinas totales

Las células cultivadas en placas de 6 pozos, bajo las condiciones experimentales
previamente descritas, fueron cosechadas mediante la adicion de 1 ml de PBS-
EDTA al 0.5%, se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente y se
almacenaron en microtubos de propileno de 1.5 mL, se agregaron 200 pL de
inhibidor de proteasas y se llevaron a sonicacion con el protocolo de 20 pulsos/20
segundos de actividad/ 20 segundos de descanso durante 3 minutos, se afadieron
200 pL de 2x B-Mercaptoetanol, se llevé a bafio maria en hervor durante 5 min,

posterior a esto se llevo a centrifugar durante 5 minutos a 12,000 rpm a 4 °C.
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7.5.4 Electroforesis

Se realizo una electroforesis SDS/PAGE, con geles de acrilamida al 10% y en cada
pozo se cargaron 100 ug de proteina total, en una proporcion 1:1 con el buffer de
carga 2X B-mercaptoetanol,el orden de las muestras es el mismo que se describid
anteriormente, se corrieron a 100 volts durante 2 horas, al finalizar se transfirié el
contenido del gel a una membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.45 um, la
transferencia se hizo en una camara semihumeda a 70 voltz durante 20 minutos,
posterior a esto se confirmé la transferencia con rojo Ponceau, se dejoé bloqueando

la membrana en una solucion de leche descremada al 5% durante 24 horas a 4°C.

7.5.5 Western blot

Después de incubar las membranas se realizaron 5 lavados con PBS-tween al 1%
durante 10 minutos cada uno, se agreg6 el anticuerpo primario para GADPH
(anticuerpo monoclonal) a una dilucién de 1:2000, ARID4B (#A302-233), GALNT3
(#PA5-52458)y KPNA6 (#PA5-53867) (anticuerpos policlonales) a una proporciéon
1:1000 en PBS 1X pH 7. Pasadas las 24 horas se realizaron nuevamente 5 lavados
con PBS-tween al 1% durante 10 minutos cada uno, se agregd el anticuerpo
secundario HRP anti- Rabbit a una dilucién 1:2000 durante 2 horas, al finalizar este
tiempo se realizaron 5 lavados con PBS-tween al 1% durante 10 min cada uno, se
revelaron las membranas con SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

(#A45916) y se observaron en el foto documentador ChemidocTM XRS+ de Bio-rad

7.6 Analisis estadistico
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Para analizar los niveles de expresion de los transcritos en el tejido se utilizo la
prueba de Shapiro-Wilk para determinar si se trataba de una muestra con
comportamiento normal, al no ser asi se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney
(grupo TTCG vs grupo Control) y Kruskal-Wallis y D de Dunet (presencia/ ausencia
de una caracteristica clinico-patolégicas vs grupo control), se utilizaron los datos
obtenidos del método comparativo Ct (22-22C) Para la correlacion entre la expresion
relativa y las caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes, se realizé la prueba
de correlacion de Spearman. Para comparar los niveles de expresion de los grupos
obtenidos a partir de la modulacién de la linea celular NT2/D1 se realiz6 la prueba
de Shapiro-Wilk, se determind que se trataba de una muestra con un
comportamiento normal y se realizé el Analisis de varianza (ANOVA) de una via
(NT2/D1 sin transfectar vs NT2/D1+lipofectamina vs NT2/D1+Scramble vs
NT2/D1+AntagomiR372 vs NT2/D1+mimic-miR-372.). En todo momento, se
consideraron como valores estadisticamente significativos aquellos con una p <

0.05.

8. Resultados

8.1. Caracteristicas clinico-patolégicas de los grupos de estudio

En el grupo control, la mediana de edad fue de 8 afios y se presentd un epitelio

seminifero normal, como se aprecia en la tabla 1. Respecto al grupo TTCG, se

muestran se muestra la relacién de los datos clinico-patolégicos de todos los

pacientes en la tabla 2.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas e histolégicas del grupo control.

Caso (n=5) Edad (mediana=8 afos) Histologia
Control 1 6 Normal para la edad
Control 2 7 Normal para la edad
Control 3 8 Normal para la edad
Control 4 10 Espermatogénesis normal
Control 5 16 Espermatogénesis normal

Tabla 2. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con TTCG.

Muestra | Edad |Histologia L:;??.:.Iggd I(Ejitnaig:? Antzc;eggntes Metastasis | Microlitiasis| NISCG
TTCG 1 23 sTTCG izquierdo 11 Si no no no
TTCG2 | 39 sTTCG izquierdo [l No no no no
TTCG 3 25 nsTTCG derecho I No no no no
TTCG4 | 46 sTTCG izquierdo I No no no no
TTCG 5 50 nsTTCG derecho I No no no no
TTCG 6 24 nsTTCG izquierdo 11 No no no Si
TTCG 7 26 sTTCG derecho [l No Si no Si
TTCG 8 51 sTTCG izquierdo I No no no no
TTCG 9 23 sTTCG derecho I No no no Si
TTCG 10| 27 nsTTCG izquierdo I No no no no
TTCG 11| 19 nsTTCG derecho I No no no no
TTCG 12| 26 nsTTCG derecho [l No Si no no
TTCG 13| 40 sTTCG izquierdo 11 No no no no
TTCG 14| 30 nsTTCG derecho I No no no Si
TTCG 15| 24 nsTTCG derecho I No Si Si Si
TTCG 16| 23 nsTTCG izquierdo I No no no Si
TTCG 17| 29 sTTCG derecho I Si no no Si
TTCG 18| 33 nsTTCG izquierdo 11 No Si Si no
TTCG 19| 26 nsTTCG derecho [l No no Si Si
TTCG 20| 26 nsTTCG izquierdo Il No no Si Si
TTCG 21| 18 nsTTCG bilateral 11 No Si Si no
TTCG 22| 21 nsTTCG derecho I No no no Si
TTCG 23| 41 sTTCG izquierdo 11 No no no Si
TTCG 24| 17 nsTTCG derecho I No no no Si
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En los pacientes de las muestras con TTCG la mediana de la edad al diagndstico
fue de 26 afos, de estos pacientes el 4.17% (1/24) presentd el tumor en su forma
bilateral, el 45.83% (11/24) en el testiculo izquierdo y el 50% (12/24) en el testiculo
derecho; en cuanto a los antecedentes de CO durante la edad pediatrica, sélo el
8.34% (2/24) se reportaron positivos, los cuales ademas fueron corregidos
quirurgicamente mediante orquidopexia; el estadio clinico predominante fue el | con
el 50% (12/24) de los pacientes, seguido del estadio Ill con el 45.83% (11/24) y por
ultimo el estadio Il con el 4.17% (1/24). Respecto al tipo histologico el 37.5% (9/24)
correspondio al sTTCG, mientras que 62.5% (15/24) correspondi6 al nsTTCG. Por
otra parte, la presencia microlitiasis y de la NISCG se reportaron en 20.83 % (5/24)
y 50% (12/24) de los pacientes respectivamente. El 20.83% (5/24) de los pacientes
presentaron metastasis, de esos casos el 100% (4/5) fue metastasis en pulmén,
adicionalmente el 50% de ellos (2/4) tuvo metastasis en retroperitoneo y el 25%

(1/4) en mediastino, como se observa en la tabla 3.
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Tabla 3. Frecuencia de las caracteristicas clinico-patolégicas del TTCG.

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

PACIENTES CON TGCT n=
24 (%)

Edad al diagnéstico
(mediana=26 afnos)

Bilateral 1(4.17)
Lateralidad Izquierdo 11 (45.83)
Derecho 12 (50)
Si 2 (8.34)
Antecedentes de CO
No 22 (91.66)
Orquidopexia Si 2 (8.34)
I 12 (50)
Estda.dlo (E|II"I.ICO al I 1(4.17)
lagnostico
1] 11 (45.83)
sTTCG 9 (37.5)
Histologia del tumor
nsTTCG 15 (62.5)
Si 5(20.83)
Microlitiasis
No 19 (79.17)
Si 12 (50)
NISCG
No 12 (50)
Positivos 5 (20.83)
Metastasis
Negativos 19 (91.66)
Pulmdn 5 (100)
Locallza’cwn_de la Retroperitoneo 2 (40)
metastasis
Mediastino 1 (20)




8.2. Determinacion de la expresion relativa del hsa-miR-372 y de los

transcritos de ARID4B, GALNT3 y KPNA6 en muestras de TTCG
Respecto a los resultados de expresién relativa entre el grupo Control y TTCG se
observd en este ultimo un aumento para el hsa-miR-372 con un valor de p<0.001;
como se observa en la figura 6A. Mientras que, para los transcritos ARID4B,
GALNT3 y KPNA6 el grupo TTCG mostré una disminucion significativa con los
siguientes valores de p=0.0020, p<0.0001, p=0.0034 respectivamente, como se

observa en las figuras 6B, C y D.
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Figura 6. Comparacion de los niveles de expresion relativa entre el grupo Control y TTCG. Niveles
de expresion relativa para A) hsa-miR-372, B) ARID4B, C) GALNT3 y D) KPNA6. En color gris se
muestra al grupo Control y en color morado al grupo TGCT. Los graficos se muestran como media
SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.
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Posterior a las diferencias encontradas entre casos y controles, se realizé la
comparacion de los niveles de expresion entre el grupo Control y subgrupos del
grupo TTCG correspondientes a las caracteristicas clinico-patologicas. En cuanto a
las comparaciones de expresion relativa entre el grupo Control y los subtipos
histologicos sTTCG y nsTTCG, estos ultimos mostraron un aumento significativo en
los niveles de expresidn del hsa-miR-372 respecto al grupo Control con una
p=0.0307 y p=0.0059 respectivamente. En contraste a esto, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresion entre el grupo sTTCG y
nsTTCG con una p=0.99, evidenciando un patrén de expresion similar en ambos
tipos histologicos como se aprecia en la figura 7A. Para ARID4B se observo una
disminucién significativa en la expresion relativa del grupo nsTTCG respecto al
grupo Control con una p=0.0099, por el contrario, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y sTTCG con una p=0.129 y entre sTTCG y
nsTTCG con una p=0.897, figura 7B. Para los niveles de expresién de GALNTS3 se
mostro una disminucion significativa en sTTCG con una p=0.0025y en nsTTCG con
una p=0.020, ambos con respecto al grupo control, mientras que entre sTTCG y
nsTTCG no se observaron diferencias significativas con una p=0.746, figura 7C.
Finalmente, para KPNA6 se mostréo una disminucion significativa en sTTCG con
p=0.0134 y en nsTTCG con p=0.026, ambos con respecto al grupo control, mientras
que, entre los dos tipos histologicos no se observd diferencias significativas

p=0.999, figura 7D.
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Figura 7. Comparacion de los niveles de expresion relativa entre tejido control, STTCG y nsTTCG.
Niveles de expresion relativa para A) hsa-miR-372, B) ARID4B, C) GALNT3 y D) KPNAG6. En color
gris se muestra el grupo Control, en color lila el grupo sTTCG y en color morado el grupo nsTTCG.

Los resultados se muestran como media + SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.

Para los resultados de expresion relativa entre el grupo Control y los grupos de

TTCG izquierdo o derecho (para el analisis se omitid la muestra bilateral), se
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observo que si el tumor se encuentra tanto en el testiculo izquierdo como en el
derecho hay un aumento significativo en los niveles de expresion del hsa-miR-372
con un valor de p=0.0035 y p=0.0214 respectivamente, en contraste a esto, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de expresion entre el grupo
derecho e izquierdo (p=0.99), figura 8A. Se observo una disminucion en la expresion
relativa de ARID4B obteniendo diferencias significativas entre el grupo Control y el
TTCG derecho p=0.013, por el contrario, no se observé diferencias significativas
entre el grupo Control con el TTCG izquierdo p=0.069 y entre el TTCG izquierdo y
derecho con una p=0.99, figura 8B. Para los niveles de expresion de GALNT3
encontramos que hay una disminucion significativa en el TTCG izquierdo p=0.0025
y en el TTCG derecho p=0.027 con respecto al grupo Control, no se observé una
disminucién significativa entre el TTCG izquierdo y el derecho p=0.787, figura 8C.
En KPNAG6 encontramos una disminucion significativa en el TTCG izquierdo p=0.014
y el TTCG derecho p=0.027 con respecto al grupo Control, no se observé una

disminucién significativa entre el TTCG izquierdo y derecho p=0.999, figura 8D.
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Figura 8. Comparacion de los niveles de expresién relativa entre tejido control y los tumores

localizados en el testiculo izquierdo o derecho. Niveles de expresién relativa para A) hsa-miR-372,

B) ARID4B, C) GALNTS3, y D) KPNAG6. En color gris se muestra el grupo Control, en café claro el

grupo con tumor en el testiculo izquierdo y en café oscuro el grupo con tumor en el testiculo derecho.

Los resultados se muestran como media + SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.
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Respecto a los niveles de expresion relativa entre el grupo Control y la presencia o
ausencia de metastasis, mostraron un aumento significativo en los niveles de
expresion del hsa-miR-372 p=0.033 y p=0.005 respectivamente, en contraste a
esto, no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion entre el
grupo metastasis y sin metastasis (p=0.99), como se aprecia en la figura 9A. Se
observé una disminucion en la expresion relativa de ARID4B obteniendo diferencias
significativas entre el grupo Control y el grupo sin metastasis p=0.018, por el
contrario, no se observan diferencias significativas entre el grupo Control con el
grupo metastasis p=0.106 y entre el grupo metastasis y sin metastasis con una
p=0.99, figura 9B. En los niveles de expresion de GALNT3 encontramos que hay
una disminucion significativa en el grupo sin metastasis con respecto al grupo
Control p=0.0031, no se observo una disminucidn significativa entre el grupo Control
y el grupo metastasis p=0.157, y entre el grupo metastasis y sin metastasis p=0.940,
figura 9C. En KPNAG6 encontramos que hay una disminucién significativa en el grupo
sin metastasis con respecto al grupo Control p=0.0073, sin embargo, no se observo
una disminucion significativa entre el grupo Control y el grupo metastasis p=0.255,

y entre el grupo metastasis y sin metastasis p=0.925, figura 9D.
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Figura 9. Comparacién de los niveles de expresion relativa entre tejido control y los tejidos
provenientes del grupo con metastasis y del grupo sin metastasis. Niveles de expresion relativa para
A) hsa-miR-372, B) ARID4B, C) GALNT3y D) KPNAG6. En color gris se muestra el grupo Control, en
color azul claro el grupo con metastasis y en color azul marino el grupo sin metastasis. Los resultados

se muestran como media + SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.
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En cuanto a los niveles de expresion entre el grupo Control y los grupos con
microlitiasis y sin microlitiasis, se observé en estos ultimos un aumento significativo
en los niveles de expresion del hsa-miR-372 p=0.006 y p=0.013 respectivamente,
en contraste a esto, no se observaron diferencias significativas en los niveles de
expresion entre el grupo microlitiasis y sin microlitiasis p=0.99, como se aprecia en
la figura 10A. Se observé una disminucion en la expresion relativa de ARID4B
obteniendo diferencias significativas entre el grupo Control con el grupo con
microlitiasis y sin microlitiasis p=0.041 y p=0.025 respectivamente, por el contrario,
no se observan diferencias significativas entre el grupo microlitiasis y sin microlitiasis
con una p=0.999, figura 10B. En los niveles de expresiéon de GALNT3 se encontrd
una disminucién significativa en el grupo sin microlitiasis con respecto al grupo
Control p=0.0039, y no se observé una disminucion significativa entre el grupo
Control y el grupo microlitiasis p=0.093, y entre el grupo microlitiasis y sin
microlitiasis p=0999, figura 10C. En KPNA6 se mostré una disminucion significativa
en el grupo sin microlitiasis con respecto al grupo Control p=0.0023, no se observé
una disminucidn significativa entre el grupo Control y el grupo microlitiasis p=0.275,

y entre el grupo microlitiasis y sin microlitiasis p=0.453, figura 10D.
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Figura 10. Comparacién de los niveles de expresion relativa entre tejido control y los tejidos
provenientes de pacientes con microlitiasis y de pacientes sin microlitiasis. Niveles de expresion
relativa para A) hsa-miR-372, B) ARID4B, C) GALNT3y D) KPNAG6. En color gris se muestra el grupo
Control, en verde claro el grupo con microlitiasis y en verde olivo el grupo sin microlitiasis. Los

resultados se muestran como media + SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.
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Al analizar los niveles de expresion relativa entre el grupo Control y las muestras de
pacientes con NISCG y sin NISCG, se encontro que tanto en el grupo con NISCG
como en el grupo sin NISCG aumentaron de manera significativa los niveles de
expresion del hsa-miR-372 respecto al grupo Control con valores de 1qqp=0.0091
y p=0.0102, en contraste a esto, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de expresion entre el grupo NISCG y sin NISCG p=0.999, figura 11A. Se
observé una disminucion en la expresion relativa de ARID4B obteniendo diferencias
significativas entre el grupo Control y el NISCG p=0.0096, por el contrario, no se
observaron diferencias significativas entre el grupo Control con NISCG p=0.0811y
entre NISCG y sin NISCG con una p=0.891, figura 11B. En los niveles de expresion
de GALNT3 se observo una disminucién significativa en grupo sin NISCG p=0.0005
con respecto al grupo Control, no se observé una disminucion significativa entre el
grupo Control y NISCG p=0.096 y entre NISCG y sin NISCG p=0.067, figura 11C.
En KPNA6 se mostrd una disminucion significativa en el grupo sin NISCG p=0.0037
con respecto al grupo Control, no se observé una disminucion significativa entre el
grupo Control y el grupo NISCG p=0.088 y el grupo NISCG comparado con el grupo

sin NISCG p=0.409, figura 11D.
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Figura 11. Comparacién de los niveles de expresion relativa entre tejido control y los tejidos
provenientes de pacientes con presencia de NISCG y de pacientes sin NISCG. Niveles de expresion
relativa para A) hsa-miR-372, B) ARID4B, C) GALNT3y D) KPNA6. En color gris se muestra el grupo
Control, en rosa el grupo con NISCG y en magenta el grupo sin NISCG. Los resultados se muestran

como media £ SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.
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Finalmente, al comparar los niveles de expresion relativa entre el grupo Control y
los grupos de pacientes en estadio Il o lll (para el analisis se omitio el estadio Il
puesto que solo se contaba con una muestra con esa caracteristica), se observd
que tanto en el grupo diagnosticado en el estadio | como en el grupo en estadio Il
hubo un aumento significativo en los niveles de expresion del hsa-miR-372
p=0.0043 y p=0.0417 respectivamente, en contraste a esto, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresién entre el grupo en estadio | y en
estadio Ill p=0.999, figura 12A. Se observo una disminucién en la expresion relativa
de ARID4B obteniendo diferencias significativas entre el grupo Control y el estadio
| p=0.021, por el contrario, no se observan diferencias significativas entre el grupo
Control con estadio Il p=0.054 y entre el estadio | y lll con una p=0.999, figura 12B.
En los niveles de expresion de GALNT3 se encontré una disminucion significativa
para el estadio | y Illl con respecto al grupo Control p=0.012 y p=0.007
respectivamente, no se observo una disminucion significativa entre el estadio | y el
[l p=0.999, figura 12C. En KPNA6 se observo una disminucion significativa para el
grupo estadio | y Il con respecto al grupo Control p=0.037 y p=0.048, no se observd

una disminucién significativa entre el grupo en estadio | y lll p=0.088, figura 12D.
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Figura 12. Comparacién de los niveles de expresion relativa entre tejido control y los tejidos

provenientes de pacientes diagnosticados en el estadio | o lll. Niveles de expresion relativa para A)

hsa-miR-372, B) ARID4B, C) GALNT3 y D) KPNA6. En color gris se muestra el grupo Control, en

amarillo el grupo correspondiente al estadio | y en color naranja el grupo correspondiente al estadio

lll. Los resultados se muestran como media + SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.
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8.3. Evaluacion histolégica y determinacién de la inmuno-reactividad

para ARID4B, GALNT3 y KPNA6 en muestras de TTCG.
En cuanto a las caracteristicas histologicas del grupo control, 4/5 (80%) presentaron
con un epitelio seminifero acorde a la edad. En estas muestras se observd un
arresto en la maduracion y una espermatogénesis incompleta, con una presencia
incompleta de lo que parecieran ser espermatogonias, figura 13 A-D, en uno de ellos
observamos lo que parecieran ser tubos seminiferos inmaduros, figura 13 D, por
ultimo 1/5 (20%) mostré una espermatogénesis normal, con tubos seminiferos con
aparentemente células germinales en distintas etapas de maduracion (no se

observaron espermatozoides, figura 13 E.
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Figura 13. Histologia de las muestras control. Corte histoldgico correspondiente al A) control 1 (6
afios), B) control 2 (7 afos), C) control 3 (8 afios), D) c control 4 (10 afos) y E) al control 5 (16 afios).

Tinciéon H&E, aumento 20X.

En el caso del grupo TTCG, se observaron dos patrones histolégicos generales

como se describe a continuacion. Para el caso del sTTCG todas las muestras
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presentaron caracteristicas tipicas de este tipo histologico; células grandes,
uniformes y pleomoérficas con un citoplasma claro, tal como se observa en la figura

14.

Figura 14. Histologia de las muestras clasificadas como sTTCG. Se muestran seis cortes
representativos para el sTTCG que corresponden al A) TTCG 13, B) TTCG 2, C) TTCG 4, D) TTCG

7,E) TTCG 8y F) TTCG 9. Tincién H&E, aumento 60X.

Para el caso del grupo nsTTCG, no fue posible agrupar todas las muestras en un
grupo general, puesto que se trata de un tipo histolégico muy heterogéneo, sin
embargo, observamos distintos patrones celulares; en la figura 15A,C y E
encontramos células grandes, con un citoplasma claro, similar a lo que se observo
en el grupo sTTCG, pero también observamos patrones celulares mas compactos

con una pérdida evidente del citoplasma, como se observa en la figura 14B,D y F.
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Figura 15. Histologia de las muestras clasificadas como nsTTCG. Se observan seis cortes
representativos del nsTTCG que corresponden al A) TTCG 3,B) TTCG 5, C) TTCG 6, D) TTCG 10,

E) TTCG 11y F) TTCG 14. Tincion H&E, aumento 60X

Para comprobar la integridad de los tejidos, se realizé la inmunohistoquimica para
Vimentina, todos los tejidos de nuestra muestra fueron inmuno-reactivos 24/24
(100%), en el grupo control se observa una inmuno-reaccion localizada en el area
donde se distribuyen las células de Sertoli, figura 16 1A, en el caso de los tejidos
tumorales tanto sTTCG (figura 16 2A y 2B respectivamente) este patrén de
distribucion ya no se mantiene, puesto en la mayoria de los casos ya no existe un
epitelio seminifero estructurado.

Respecto a ARID4B, no se observé inmunorreactividad en el grupo control. (figura
16 1B) ni en el grupo con TTCG (Figura 16 2B y 3B). Respecto a GALNT3 sdlo se

observé inmunorreactividad en el 40% (2/5) de los tejidos del grupo Control que
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corresponden a tejido de individuos de 10 y 16 afios, esta inmunorreactividad se
caracterizé por tener forma de medialuna, puesto que GALNT3 se encuentra en
aparato de Golgi (figura 1C), en el caso del grupo de TTCG so6lo se observo
inmunorreactividad en el 29.16% (7/24) tejidos, de los cuales 5 corresponden a
sTTCGy 2 ansTTCG, sin embargo, esta inmunorreactividad no mantiene la forma
caracteristica de medialuna, por lo que se considerd una marca inespecifica (figura
2 y 3C). Finalmente, para KPNA6 se observé inmunorreactividad en el 40% (2/5)
tejidos del grupo Control que corresponden a tejido de individuos de 10 y 16 afios,
esta se observo a lo largo de toda la linea germinal (figura 16 1D), mientras que
para el grupo de TTCG no se observé inmunorreactividad (figura 16 2 y 3 D), como

se muestra en la Tabla 4, en la Figura 16, 17y 18 y 19.

~ Vimentina ARID4B GALNT3 KPNAG6
- : 1C o el 1D
Y ‘@ - y
Control gf&%' '
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Figura 16. Comparacién de la inmunorreactividad. El siguiente panel muestra inmunohistoquimicas
representativas del individuo Control 4, del paciente TTCG 7 (sTTCG) y del paciente TTCG 11
(nsTTCG) para A) Vimentina, B) ARID4B, C) GALNT3 y D) KPNAG. Vista 20X y 60X.
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Tabla 4. Evaluacion histolégica e inmunohistoquimica

Grupo Control

Inmunorreactividad

Muestra

Vimentina ARID4B | GALNT3 | KPNAG

Control 1

Control 2

Control 3

Control 4

Control 5

Grupo con TTCG

Inmunorreactividad
Vimentina ARID4B GALNT3 KPNAG

Muestra

TTCG 1

TTCG 2

TTCG 3

TTCG 4

TTCG 5

TTCG 6

TTCG 7

TTCG 8

TTCG 9

TTCG 10

TTCG 11

TTCG 12

TTCG 13

TTCG 14

TTCG 15

TTCG 16

TTCG 17

TTCG 18

TTCG 19

TTCG 20

TTCG 21

TTCG 22

TTCG 23

TTCG 24

En color rojo se indican las muestras inmunorreactivas al anticuerpo, mientras
que en color verde se muestran las muestras sin inmunorreactividad.



100 pm

Figura 17. Inmunorreactividad para ARID4B A) Muestra TTCG 9, que corresponden a sTTCG. B-C)
Muestra TTCG 18, y TTCG 19, que corresponden a nsTTCG, vista 20X.

100 pm

Figura 18 Inmunorreactividad para GALNT3. A-C) Muestra TTCG 8, TTCG 1 y TTCG 7, que
corresponden a sTTCG. D-F) Muestra TTCG 12, TTCG 14y TTCG 18, que corresponden a nsTTCG.
Vista 20X.
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A) B) C)

D) E) F)

100 pm

Figura 19. Inmunoreactividad para KPNA6 A-C) Muestra TTCG 1, TTCG 2 y TTCG 4, que
corresponden a sTTCG. D-F) Muestra TTCG 20, TTCG 21y TTCG 22, que corresponden a nsTTCG.
Vista 20X.

8.4. Correlacion de los niveles de expresion del hsa-miR-372, ARID4B,
GALNT3 Y KPNAG6 con las caracteristicas clinico-patologicas de los

pacientes con TTCG.

Respecto a la correlacion global entre los niveles de expresion de los 4 transcritos,
no se observaron correlaciones estadisticamente significativas. Teniendo un valor
de r=-0.09 y una p=0.665 entre la expresion del hsa-miR-372 y ARID4B, un valor de
r=0.11 y una p=0.613 entre la expresién del hsa-miR-372 y GALNT3 y un valor de
r=0.12 y una p=0.590 entre la expresion del hsa-miR-372 y KPNA6. Finalmente, se
observé una correlacion moderada (r=0.62) entre los niveles de expresion de

GALNT3y KPNAG, sin embargo, esta no fue significativa (p= 0.618) figura 20.
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Figura 20. Correlacion entre los niveles de expresion relativa del hsa-miR-372 y los transcritos
ARID4B, GALNT3y KPNAG6. Los colores indican la direccion y magnitud de las correlaciones, donde
los tonos azules representan correlaciones negativas y los rojos correlaciones positivas. La
intensidad del color corresponde al valor del coeficiente de correlacion (r), segun la escala mostrada

a la derecha, que varia de —1 (correlacion negativa ) a +1 (correlacion positiva).

Al obtener las correlaciones por el tipo histolégico nsTTCG se encontré que la
mayoria de las correlaciones no fueron estadisticamente significativas. Sin
embargo, se encontraron un par de correlaciones positivas entre los niveles de
expresion de GALNT3 y KPNA6 (r=0.70, p=0.0037); asi como, los niveles de
expresion de KPNA6 con la presencia de microlitiasis (r=0.56, p=0.031), este
comportamiento se mantiene con la correlacion entre la presencia de microlitiasis y

metastasis (r=0.53, p=0.040) esto se observa en la figura 21.
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Figura 21. Correlacion entre los niveles de expresion y las caracteristicas clinico-patoldgicas en el
grupo nsTTCG (n= 15 muestras). Los colores indican la direccion y magnitud de las correlaciones,
donde los tonos azules representan correlaciones negativas y los rojos correlaciones positivas. La
intensidad del color corresponde al valor del coeficiente de correlacion (r), segun la escala mostrada

a la derecha, que varia de —1 (correlacién negativa) a +1 (correlacién positiva).

El siguiente par de correlaciones corresponden al estadio clinico al momento del
diagnostico (I y Ill), al igual que en el caso anterior la mayoria de las correlaciones
son débiles, por lo cual en el estadio | destacan las correlaciones entre los niveles
de expresion de GALNT3 y KPNA6 (r=0.70 p= 0.0073), asimismo GALNT3 mostro
una correlacion positiva fuerte con el grupo con presencia de NISCG (r=0.82,
p=0.0005), de manera similar los niveles de expresion de KPNAG6 presentaron una
correlacion positiva moderada con la presencia de NISCG (r=0.62 y p=0.024), por
otro lado se encontré una correlacidn positiva moderada entre los niveles de

expresion de ARID4B vy la presencia de NISCG (r=-0.58 y p=0.038). Finalmente,
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para este grupo se observé una correlacion positiva fuerte entre la presencia de la
metastasis y la presencia de microlitiasis (r=1 y p< 0.001), sin embargo, es
importante aclarar que se trata de un solo individuo que cumple con ambas
caracteristicas, figura 22A. Para el caso del estadio Il hay una correlacion positiva
fuerte entre los niveles de expresion de KPNAG6 y la presencia de metastasis (r=0.64,

p=0.046), figura 22B.
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Figura 22. Correlacion entre los niveles de expresion y las caracteristicas clinico-patolégicas por
estadio clinico al momento del diagnéstico. Figura 21A) se muestra la correlaciéon para el grupo
diagnosticado en el estadio clinico | (n= 12 muestras). Figura 21B) se muestra la correlacion para el
grupo diagnosticado en el estadio clinico lll (n= 11 muestras). Los colores indican la direccion y
magnitud de las correlaciones, donde los tonos azules representan correlaciones negativas y los
rojos correlaciones positivas. La intensidad del color corresponde al valor del coeficiente de
correlacion (r), segun la escala mostrada a la derecha, que varia de —1 (correlacién negativa) a +1

(correlacioén positiva).

Finalmente, las correlaciones para los grupos con presencia y ausencia de la

NISCG, en el grupo con presencia de NISCG no se observé ninguna correlaciéon
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estadisticamente significativa, figura 23A. En el grupo con ausencia de NISCG
presentd una correlacion moderada entre los niveles de expresion de KPNA6 y
GALNTS3 (r=0.69, p=0.013), de igual forma los niveles de expresion de GALNT3 se
correlacionaron fuerte y de manera positiva con la presencia de metastasis (r=0.75
y p=0.0047), mientras que los niveles de expresion de KPNA6 se correlacionaron
positivamente moderada con la presencia de metastasis (r=0.64 y p=0.024), la
presencia de metastasis también se correlacioné fuertemente con la presencia de
microlitiasis (r=0.77 y p=0.0031), finalmente la presencia de microlitiasis y los
niveles de expresion de GALNT3 mostraron una correlacion positiva moderada

(r=0.58 y p=0.046) Figura 23B.
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Figura 23. Correlacion entre los niveles de expresion y las caracteristicas clinico-patolégicas por la
presencia y ausencia de NISCG. Figura 22A) se muestra la correlacién para el grupo con presencia
de NISCG (n= 12 muestras). Figura 22B) se muestra la correlaciéon para el grupo con ausencia de
NISCG (n= 12 muestras). Los colores indican la direccidon y magnitud de las correlaciones, donde los
tonos azules representan correlaciones negativas y los rojos correlaciones positivas. La intensidad
del color corresponde al valor del coeficiente de correlacion (r), segun la escala mostrada a la

derecha, que varia de —1 (correlacién negativa) a +1 (correlacion positiva).
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8.5. Modulacion de la expresion de ARID4B, GALNT3 y KPNA6 mediada

por el hsa-miR-372

Respecto a los niveles de expresion del hsa-miR-372, se observé de manera
general un aumento en el grupo NT2/D1+mimic-miR-372 respecto al resto de
los grupos experimentales; NT2/D1, NT2/D1+lipofectamina,
NT2/D1+Scramble y NT2/D1+AntagomiR372, siendo este ultimo grupo el que
mostré una disminucion importante en la expresion del hsa-miR-372 con un
valor de p=0.0001 para el ANOVA entre los grupos.

Cabe sefalar que, entre los tres grupos Control no se presentaron diferencias
significativas entre ellos. La comparacion de los tres grupos Control con el
grupo NT2/D1 + AntagomiR-372 no mostré diferencias significativas (p =
0.999 en todas las comparaciones). En contraste, el grupo NT2/D1 + mimic-
miR-372 presentd diferencias significativas respecto a los grupos Control,
con valores de p = 0.0003 con a NT2/D1, p = 0.0002 con a NT2/D1 +
lipofectamina, p = 0.0003 con a NT2/D1 + Scramble, y p < 0.0001 con a

NT2/D1 + AntagomiR-372, como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Comparacion de los niveles de expresion relativa del hsa-miR-372. La figura muestra los
niveles de expresion relativa del hsa-miR-372 en los cinco grupos experimentales. Los resultados se

muestran como media £ SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.

En cuanto a los niveles de expresion de los transcritos ARID4B y KPNAG6 (Figura 25
y 26) no se observaron diferencias significativas para la prueba de ANOVA en
ninguno de los dos casos (p= 0.7547 para ARID4B y p= 0.5203 para KPNA6)
tampoco se observaron diferencias significativas de los niveles de expresion para

ambos transcritos entre los cinco grupos.
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Figura 25. Comparacion de los niveles de expresion relativa de ARID4B. La figura muestra los niveles
de expresion relativa del transcrito ARID4B en los cinco grupos. Los resultados se muestran como
media £ SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.
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Figura 26. Comparacion de los niveles de expresion relativa de KPNAG. La figura muestra los niveles
de expresion relativa del transcrito KPNAG6 en los cinco grupos. Los resultados se muestran como
media + SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.

Finalmente, el analisis de ANOVA para GALNT3 mostré diferencias significativas
entre los grupos con un valor de p=0.0022. El grupo NT2/D1 + AntagomiR-372
presentdé una disminucion significativa de los niveles de expresion en comparacion
con los grupos NT2/D1 (p = 0.0026), NT2/D1 + lipofectamina (p = 0.0052) y NT2/D1
+ Scramble (p = 0.0129) y NT2/D1 + mimic-miR-372 (p = 0.0063). Esto sugiere que
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la modulacién del hsa-miR-372 puede producir cambios en los niveles de expresion
del GALNTS3. Figura 26.
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Figura 27. Comparacion de los niveles de expresion relativa de GALNT3. La figura muestra los
niveles de expresion relativa del transcrito GALNT3 en los cinco grupos. Los resultados se muestran
como media £ SDs. * = p<0.05; **= p<0.01 y ***=p<0.001.

El analisis por Western blot mostré un aumento discreto en la Inmunodeteccion de
GALNT3 en el grupo NT2/D1+AntagomiR-372, con respecto al resto de los grupos,
KPNAG se muestra con la misma Inmunodeteccion en los primeros cuatro grupos,

sin embargo, en el grupo NT2/D1+AntagomiR-372 no se encuentra presencia de la
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proteina. ARID4B no se encuentra presente en ninguno de los grupos. El control de

carga (en este caso GADPH) se observa homogéneo en todos los grupos, figura 28

GADPH

GALNT3

KPNA6

ARID4B 132kDa

Figura 28. Inmunodeteccion de las proteinas GADPH, ARID4B, GALNT y KPNAG. Fotos obtenidas
con ChemiDoc MP Imaging System.
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9.Discusion

EL TTCG es la neoplasia solida mas comun a nivel mundial en varones de 15-44
afios de edad, su relacion con la CO y sus mecanismos de regulacion génica
mediado por el cluster hsa.miR-371-373, han desperado un creciente interés en su
estudio, el presente trabajo integra los hallazgos clinicos de una muestra de TTCG
con los resultados de expresion del hsa.miR-372 y tres posibles blancos de este
mMiRNA, ARID4B, GALNT3y KPNAG, asi como su correlacién con variables clinico-
patoldgicas, con la intencion de identificar en algun futuro marcadores moleculares
que relacionen a la CO con la progresion al TTCG.

Respecto a los resultados clinico-patolégicos del grupo TTCG de nuestro estudio,
26 anos fue la mediana de edad al diagndstico, lo que coincide con lo reportado en
la literatura donde se describe desde los 15 a los 44 anos (Batool et.al., 2019;
Chavarriaga et.al., 2025; Singla et.al., 2025), Lo cual confirma la presentacién de
esta neoplasia en la etapa productiva laboral del varén, comprometiendo, ademas;
su reproduccion sexual a futuro. En cuanto a la lateralidad del tumor, se report6é un
50% (12/24) en el testiculo derecho, un 45.83% (11/24) en el izquierdo y el 4.17%
(1/24) de forma bilateral, esto coincide con lo reportado por otros autores, y de
manera importante para la predominancia del TTCG bilateral, el cual va del 1-5%
de los casos reportados (Sarici et.al., 2013). Continuando con los antecedentes de
CO, nuestra muestra mostré que el 8.34% (2/24) lo cual es similar a lo reportado
por otros autores que corresponde al 10% (Singla et al., 2025). En relacion al tipo
histologico el nsTTCG fue el mas predominante con el 62.5% (15/24), se ha
reportado que esta predominancia es 265% (Almstrup et.al., 2010). El 50% de los

pacientes fueron diagnosticados en el estadio I, sin embargo el 45.83% (11/24) fue
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diagnosticado en el estadio lll, estudios anteriores reportan que a nivel mundial
entre el 70% y 75% de los casos se diagnostican en el estadio | (Singla et.al., 2025),
esto podria darnos un indicio de que se requiere mas atencion al diagnostico
oportuno, pero ademas mayor difusion del riesgo de desarrollar TTCG y cuales son
los factores de riesgo que podrian desencadenarlo. La microlitiasis testicular se
identifico en el 20.83% (5/24) de la muestra, a pesar de que no hay datos de la
prevalencia de microlitiasis en adultos con TTCG, se ha reportado que en presencia
de otros factores de riesgo si se asocia con el TTCG (‘T Hoen et.al., 2021). Por otro
lado, el 20.83% (5/24) de los pacientes en esta muestra presentaron metastasis a
su vez todos ellos presentaron metastasis en pulmén, el cual es uno de los sitios

metastasicos mas comunes del TTCG (Li et.al., 2023).

Respecto a los resultados de expresién de los transcritos en el tejido testicular, se
observo un incremento significativo en la expresion del hsa-miR-372 en del grupo
TTCG en comparacion con el grupo Control, esto coincide con lo reportado por
distintos autores. Se ha descrito que el cluster de miRNAs hsa-miR-371-373 se
expresa en conjunto en el TTCG, donde sustituye la ausencia de p53 mutado y
participa en las funciones tumorales de proliferacion y mantenimiento del estado
pluripotente (Looijenga, L. H. et. al, 2007).

En células germinales el hsa-miR-372 y 373 participan en la proliferacion celular al
suprimir la expresion de inhibidores de CDK, en el TTCG neutralizan la funcion de
CDK mediada por p53 mediante la represion de supresor tumoral LATS2

(Voorhoeve, P. M. et. al, 2006).
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Adicionalmente, un estudio prospectivo realizado por Dieckmann y colaboradores
en el afio 2012 en 24 pacientes con sTTCG y nsTTCG, encontraron niveles de
expresion elevados del cluster hsa-miR-371a-3p-373-3p, los cuales disminuyeron

posterior a la orquiectomia.

Con respecto a los niveles de expresion de los transcritos ARID4B, GALNT3 y
KPNAG6, se ha reportado en bases de datos que en condiciones normales la

expresion de estos transcritos va de moderada a alta (htip://gepia2.cancer-

pku.cn/#i), en nuestro trabajo los tres transcritos presentaron una disminucion en el
grupo TTCG con respecto al grupo Control, esto coincide con la prediccion
bioinformatica previamente reportada por nuestro grupo de trabajo (Garcia-Andrade
et al., 2023), sin embargo, estos datos solo han sido reportados en bases de datos

como ArrayExpress (htips://www.ebi.ac.uk/biostudies/arrayexpress), asi como, en

servidores web como GEPIA2 (htip://gepia2.cancer-pku.cn/#i) y el portal UALCAN

(https://ualcan.path.uab.edu/index.html).

El analisis de los niveles de expresion del hsa-miR-372 y de los transcritos nos
sugiere que aunque son claras las diferencias entre el grupo TTCG y el grupo
Control, en nuestra muestra no se observaron variaciones relevantes entre subtipos
histologicos, a pesar de que se ha reportado que el cluster hsa-miR-371-3 se
expresan principalmente en sTTCG y en el carcinoma embrionario (Looijenga et.al.,
2007). Tampoco se observo variaciones entre la presencia de microlitiasis,
metastasis o NISCG, lo cual sugiere que la expresion del hsa-miR-372 es un evento
comun en el TTCG. Este mismo comportamiento se present6é en el resto de los

transcritos (ARID4B, GALNT3 y KPNAG6), donde no encontramos diferencias
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significativas entre los subtipos histoldégicos, ni las caracteristicas clinico-
patoldgicas, otra posible explicacion de esto se puede deber al tamafo muestral

discreto de nuestro estudio.

Aunque para el TTCG no hay reportes para los 3 transcritos anteriormente
mencionados, existe evidencia de sus patrones de expresion para otros tipos de
cancer. De Manera similar a lo observado en nuestro trabajo, la expresion de
ARID4B se encuentra reprimida en el cancer colorrectal, donde uno de su
reguladores es el hsa-miR-39-3p, el cual es secuestrado por medio del circ-
SMARCAS5, que induce una regulacién positiva para ARID4B, lo que a su vez inhibe
la progresién del cancer colorrectal (Miao et.al., 2020). En cancer de préstata se ha
reportado que la expresion de ARID4B regula negativamente la progresion tumoral,
mientras que su inhibicion promovié la proliferacion (Liang et.al., 2018), por el
contrario su expresion podria estar participando en la progresion del carcinoma
hepatocelular al activar la via PISBK/AKT (Akaoka et.al., 2025). Similar a lo que ocurre
en ARID4B, tampoco se tienen datos de como se comporta GALNT3 en el TTCG,
sin embargo se ha reportado que mutaciones en GALNT3 podrian estar asociadas
con la evolucion de la calcinosis tumoral familiar hiperfosfatemia (Rafaelsen et.al.,
2014), por otro lado la O-glicosilacion aberrante en el cancer se atribuye a
alteraciones en las N-acetilgalactosaminiltransferasas (GalNAc-Ts). Ensayos in vitro
demostraron que la inhibicion simultanea de GALNT3 y GALNT6 se asocid con
efectos inhibitorios de la progresion del cancer de ovario epitelial (Sheta et al.,
2019), la sobreexpresion de GALNT3 también se asocia con la infiltracion de células

inmunitarias y un mal prondstico en el adenocarcinoma de pulmén, incluso se ha

81



propuesto como un biomarcador para este tipo de cancer (Luo et al., 2023), hasta
el momento, no se han reportado estudios que describan como actua la represion
de GALNTS3 en otros tipos de cancer, como se documenta en nuestro trabajo. Por
ultimo, la expresion de KPNAG6 se ha asociado como un marcador pronostico en el
cancer de higado y en el cancer renal, entre mas reprimido se encuentre el

pronostico es mas desfavorable en ambos casos (https://www.proteinatlas.org/).

Los resultados de histologia mostraron que en el grupo Control las caracteristicas
histolégicas concuerdan con lo esperado para individuos peri puberales, en el 60%
(3/5) de las muestras encontramos cordones seminiferos con un epitelio seminifero
bien estructurado que correspondientes a individuos de 6, 7 y 8 afos, en el 20%
(1/5) se identificaron tubos seminiferos inmaduros bien organizados que
corresponden a un individuo de 10 afos, mientras que en la ultima muestra se
observaron tubos seminiferos maduros que corresponde a un individuo de 16 afios,
esto concuerda con lo reportado para el desarrollo normal de la génada (Thorup
et.al., 2024). En contraste a esto las muestras de TTCG mostraron una pérdida total
de la estructura de tubos seminiferos, pero se encontraron las estructuras tipicas
parasTTCG ynsTTCG, en el sTTCG se identificaron células grandes, pleomorficas
y uniformes con un citoplasma claro, estas caracteristicas coinciden con los
reportado para este tipo histoldgico (Fichtner et.al., 2024), mientras tanto en el grupo
nsTTCG se observaron patrones celulares heterogéneos, algunas areas imitaban el

patron celular del grupo sTTCG, sin embargo la pérdida del citoplasma era evidente
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en la mayoria de ellos, el grupo nsTTCG no tiene una histologia definida, por lo cual

cada caso debe ser clasificada por histopatologia (Winter et.al., 2022).

Respecto a la inmunorreactividad para Vimentina, se confirmo la integridad de todos
los tejidos incluidos en este trabajo, tanto el grupo Control y el grupo TTCG, la
distribucion de la Vimentina en el grupo control concuerda con su funcién principal
en el testiculo, que es dar soporte a las células de Sertoli, sin embargo en el grupo
TTCG ya no se observa este patron lo cual es un indicio de la desorganizacion del

parénquima testicular, lo cual es esperable en esta neoplasia (Saito et.al., 2023).

En el caso de ARID4B no se observd inmunorreactividad para los ensayos
inmunohistoquimicos preliminares, sin embargo, antes de descartar estos
resultados, consideramos que aun se debe trabajar en la estandarizacion de la

técnica para este anticuerpo.

La inmunorreactividad para GALNT3 y KPNAG se observo en el 40% (2/5) del grupo
Control, su localizaciéon coincide con la funcion reportada para estas proteinas,
aparato de Golgi en el caso de GALNT3 y Citoplasma en el caso de KPNAG6

(https://www.uniprot.org/). En el grupo TTCG so6lo se observé inmunorreactividad en

el 29.16% (7/24) para GALNT3, lo cual no sugiere una alteracion en la glicosilacion
de proteinas, las alteraciones en GALNT3 se han asociado con la progresion del
adenocarcinoma de pulmén (Liu et.al., 2018). La ausencia de inmunorreactividad
para KPNAG se puede asociar con la pérdida en las funciones de transporte nuclear,

aunque para el TTCG no hay nada reportando pero en el cancer de mama se ha
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descrito que la interferencia de BIG3 en las regiones de union de PHB2 a KPNA1,
KPNAS5 y KPNAG, esto desencadena la inhibicion de la translocacion nuclear de

PHB2 y a su vez provoca la pérdida de la supresion tumoral (Kim et.al., 2015).

Hasta el momento no existen datos sobre la abundancia de GALNT3 ni de KPNAG
a lo largo del desarrollo testicular, sin embargo, en este trabajo se identifico su
presencia de manera consistente en los tejidos correspondiente a pacientes en
etapa puberal, mientras que no se observé inmunorreactividad en etapas infantiles,
lo que sugiere por un lado un patrén dependiente de maduracién gonadal, pero que

ademas su funcion esta ligada a la espermatogénesis.

El analisis de la correlacién entre los niveles de expresion del hsa-miR-372,
ARID4B, GALNT3 y KPNAG6 no se presento ninguna correlacion estadisticamente
significativa, lo que sugeriria en este contexto que no hay un patron lineal entre la
expresion del microRNA y los transcritos, esto puede deberse al tamafio de la
muestra y la heterogeneidad histologia del TTCG, puesto que aunque se ha
reportado que el cluster hsa-miR-371-373 se expresa de manera general en el
TTCG si hay reportes de la variacion de esta expresion por tipo histologico (Almstrup

et.al., 2020).

La correlacion para el grupo nsTTCG reflejé una correlaciéon positiva fuerte entre la
expresion de GALNT3y KPNAG6 (r = 0.70, p = 0.0037), esta correlacion sugiere que
podrian estar participando en conjunto en alguna via asociada al TTCG, sin
embargo no se han reportado en una via conjunta, se ha descrito que la regulacién

positiva de GALNT3 puede promover la progresion maligna en el adenocarcinoma
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de raton al funcionar como un activador de la via NF-kB (Y. Li et.al., 2022), por el
contrario en el cancer de pulmén funciona como un supresor tumoral al inhibir la
funcion de las vias TNFR1-NFkB y cMET-pAKT (Park et.al., 2021). Por su parte
KPNAG no ha sido asociada con alguna via de sefializacidén asociada al cancer. Sin
embargo, la correlacion positiva entre la microlitiasis y KPNA6 nos sugiere que su
regulacion a la baja puede estar asociada a la alteracion celular y cambios en la
expresion génica vinculados a muerte celular, esta relacion no ha sido reportada. La
correlacion positiva entre la microlitiasis y la metastasis (r=0.53 y p=0.040) refuerza
la hipotesis de que su presencia en conjunto con otra afeccion urolégica conllevan
a un mayor riesgo para desarrollar TTCG (‘T Hoen et,al., 2021) pero que ademas

podria ser un factor agravante de la afeccion.

En el analisis por estadio clinico, las correlaciones en el estadio | destacaron ya que
se encontré una correlacion fuerte entre los niveles de expresion de GALNT3 y
KPNAG6 (r=0.70, p=0.007), al igual que entre GALNT3 y la presencia de la NISCG
(r=0.82, p=0.0005), estos resultados nos podrian sugerir que hay un papel
importante en la transformacion de la NISCG a TTCG, si bien en TTCG no se tiene
informacion, en el cancer de ovario se ha reportado que las GalNAc-Ts, en especial
GALNT3 esta estrechamente involucrada con la progresién del tumor (Wang et al.,
2014; Xu et al., 2021). Ademas, KPNA6 mantiene una correlacién moderada con la
presencia de la NISCG (r=0.62, p=0.024) pero ARID4B tiene una correlacién
moderada negativa con la presencia de la NISCG (r=-0.58, p=0038), lo cual nos
sugiere un role opuesto de los productos proteicos, por un lado KPNAG6 podria

comportarse como un facilitador de transporte nuclear de factores oncogénicos en
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etapas tempranas del TTCG y ARID4B podria estar participando como un regulador
de la transcripcion con una funcion supresora, el papel de supresor tumoral de
ARID4B se ha reportado en el cancer de prostata (Liang et al., 2018b) y en el cancer

colorrectal (Miao et al., 2020).

En el estadio Ill la correlacion positiva entre los niveles de expresion de KPNAG6 y la
presencia de metastasis (r=0.64, p=0.046) es particularmente interesante, ya que
nos da un indicio de que tipo de factores podria estar transportando KPNAG en las
etapas tempranas de la tumoracion, pero también en etapas avanzadas, en este
caso serian factores asociados con la invasién y migracion celular, sin embargo, no

existen estudios que relacionen a KPNAG con la metastasis.

En la ultima correlacion que abarco el grupo sin NISCG, se observo que en este
grupo se mantiene una correlacién positiva entre los niveles de expresion de
GALNT3 y los de KPNA (r=0.69, p=0.013), esto es similar a la correlacién que se
encontré en el grupo nsTTCG (r=0.70, p=0.0037), lo cual refuerza la consistencia
de esta correlacion, también se encontrd que los niveles de expresiéon de GALNT3
y KPNAG6 se correlacionan de manera significativa con la presencia de metastasis
(r=0.75, p=0.0047 y r=0.64, p=0.024 respectivamente), a su vez encontramos una
correlacion fuerte entre la metastasis y la microlitiasis (r=0.77, p=0.0031) lo cual nos
sugiere que las alteraciones en GALNT3/KPNAG6 podrian formar un eje con la
microlitiasis y la metastasis, la relacion entre la microlitiasis y la metastasis no esta
del todo documentada, pero en un estudio observacional donde se compararon
pacientes con TTCG con microlitiasis y sin microlitiasis, con seguimiento post

orquiectomia, reporto una mayor tasa de metastasis en pacientes con presencia de
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microlitiasis con respecto a pacientes sin microlitiasis (58,3% frente a 5,9%,

p<0,001) (Selvi et al., 2020).

Aunque algunas correlaciones no consiguieron significancia estadistica, debemos
recalcar que el tamafio de la muestra en nuestro estudio fue limitado y heterogéneo,
estos factores pueden influir al momento de hacer el analisis estadistico, aun asi,
los resultados nos sugieren que GALNT3 y KPNA6 podrian actuar de manera

coordinada en el TTCG.

En nuestro ultimo objetivo, la modulacion del hsa-miR-372 en la linea celular
NT2/D1 nos permitid explorar su posible relacion con los ejes de regulacién de

ARID4B, GALNT3 y KPNA6, y a su vez con sus productos proteicos.

Como era de esperarse la transfeccion con el mimic-miR-372 provocd un aumento
significativo en los niveles de expresion del hsa-miR-372, esto comparandolo con
los tres grupos control (NT2/D1, NT2/D1+ Lipofectamina y NT2/D1+ Scramble los
tres casos con una p= 0.0003) y con el grupo transfectado con el antagonista del
hsa-miR-372 p< 0.0001, estos resultados nos ayudan a confirmar la eficiencia de la

transfeccion y la validez del modelo celular.

Con respecto a los genes evaluados, tanto ARID4B como KPNA6 no mostraron
diferencias significativas entre los niveles de expresién en ninguno de los grupos,
esto podria ser provocado por varios factores, por un lado podria ser la dosis del
mimic-miR y el Antago-miR, en este trabajo la concentracién utilizada fue de 30 nm

siguiendo lo publicado para este microRNA (Huang et al., 2015), sin embargo no
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descartamos la posibilidad de que a concentraciones mas elevada tengamos

mejores resultados.

Por otro lado, en GALNT3 los resultados fueron bastante relevantes, teniendo una
disminucién significativa en los niveles de expresion en el grupo transfectado con el
AntagomiR-372 en comparacion con los grupos control; NT2/D1 (p = 0.0026),
NT2/D1 + lipofectamina (p = 0.0052) y NT2/D1 + Scramble (p = 0.0129) y con el
grupo transfectado con el mimic-miR (p = 0.0022), esto sugiere que la represién del

hsa-miR-372 puede inducir la expresion de GALNT3 en el TTCG.

En congruencia a lo reportado en los niveles de expresion, el Western blot mostro
una variacién discreta en la Inmunodeteccion proteica de GALNT3 en el grupo
NT2/D1 + AntagomiR-372, mientras que KPNA6 mantuvo una Inmunodeteccion
similar en todos los grupos, excepto en el grupo NT2/D1 + AntagomiR donde fue
indetectable su presencia, ARID4B no fue detectado, esto quizas se deba a su

expresion basal baja, pero también a limitaciones técnicas del anticuerpo.

Estos ultimos resultados sugieren que el hsa-miR-372 podria estar modulando la
expresion del GALNT3 en la linea celular NT2/D1 y a su vez afectar su producto

proteico.

La disminucion conjunta de ARID4B, GALNT3y KPNAG en el tejido tumoral apuntan
hacia una posible interaccion funcional en vias relacionadas con la progresion del
TTCG, la regulacion de GALNT3/GALNT3 como consecuencia de la modulacién del
hsa-miR-372 en NT2/D1 refuerzan la importancia del hsa-miR-372 como un

importante regulador en el TTCG

88



10. Conclusion

La modulacién del hsa-miR-372 no afecto los niveles de expresion de los ejes

ARID4B/ARID4B y KPNAG/KPNAG .

La modulacién del hsa-miR-372 afectd los niveles de expresion del eje
GALNT3/GALNT3 en la linea celular NTERA-2 de TTCG, lo que concuerda con los
niveles de expresion identificados para el eje hsa-miR-372/GALNT3/GALNT3 en

muestras de pacientes con TTCG.

':> )

AntagomiR-372

\

\
-t

Figura 29. Figura integrativa.
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12.3. Asistencia a simposios.

UACM La Universidad Auténoma de la Ciudad de México
y el Centro Médico Nacional "20 de Noviembre" del ISSSTE

otorgan la presente

CONSTANCIA

MARTINEZ RODRIGUEZ ITANDEHUI

Por su participacion en el Simposio Internacional

Gendémica: de lo molecular a lo traslacional.

24y 25 de Septiembre del 2024

105



	15c85680973128b58687f4ea8a3ed2ec1ea7f58125247c044da05a0ffbb9de55.pdf
	UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE LA CIUDAD DE MÉXICO
	Evaluación de los ejes hsa-miR-372/ARID4B/ARID4B, hsa-miR-372/GALNT3/GALNT3 y hsa-miR-372/KPNA6/KPNA6 en la línea celular NTERA-2 cl-D1 y su correlación con muestras de pacientes con tumor testicular de células germinales
	MAESTRA EN CIENCIAS GENÓMICAS
	Itandehui Martínez Rodríguez

	86d8cb912ae30887f3b212042eeb46539aec2fd2c4894f78cbfecf69def10a70.pdf
	15c85680973128b58687f4ea8a3ed2ec1ea7f58125247c044da05a0ffbb9de55.pdf

