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RESUMEN 

Antecedentes. La criptorquidia (CO) o no descenso testicular, es la malformación 

genitourinaria más frecuente en varones recién nacidos y representa un factor de 

riesgo importante para el desarrollo de tumor testicular de células germinales (TGCT) 

en edad adulta. Por lo que, resulta de gran relevancia el identificar los factores 

genéticos que sustentan la relación molecular entre la CO y el TGCT, lo que permitiría 

diagnosticar de manera temprana a los pacientes con CO, que presentan un riesgo 

más elevado de desarrollar esta neoplasia respecto a la población general. Dentro de 

dichos factores genéticos se encuentran los microRNAs (miRNAs). Particularmente, el 

clúster hsa-miR-371-373 y el hsa-miR-367 han sido propuestos como biomarcadores 

diagnósticos del TGCT. Por lo tanto, se propone que algunos pacientes con CO 

podrían presentar niveles de expresión altos de estos miRNAs, de manera similar a lo 

reportado en pacientes con TGCT. Objetivo. Se determinó la expresión relativa del 

clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367, y su relación con la expresión de los 

transcritos LAST2, IGF1R y PTEN en pacientes con CO. Materiales y métodos. Se 

obtuvieron 36 muestras de tejido testicular distribuidas en tres grupos de estudio 1) 

CO, 2) TGCT y 3) Control. A partir de estos, se realizó la descripción histológica y 

mediante ensayos de inmunohistoquímica se evaluó la inmuno-positividad para 

POU5F1, KIT y PLAP. Seguido de esto, se determinó la expresión relativa del clúster 

hsa-miR-371-373, hsa-miR-367, LAST2, IGF1R y PTEN mediante RT-qPCR. 

Resultados. El 16.7% de los pacientes con CO (2/12) presentaron células germinales 

sugerentes de gonocitos inmuno-positivas para POU5F1, KIT y PLAP. Estos mismos 

pacientes mostraron un aumento en la expresión del clúster hsa-miR-371-373, del hsa-

miR-367, así como, la disminución en la expresión de los genes LAST2 e IGF1R. 

Finalmente, se identificó a los genes ARID4B, GALNT3, y KPNA6 como posibles 

transcritos regulados por los miRNAs evaluados en el presente trabajo. Conclusión. 

Hasta el momento este trabajo es el primer reporte que muestra datos de expresión 

génica, que apoyan la teoría del gonocito como blanco de malignidad para el desarrollo 

del TGCT en pacientes pediátricos con CO. 



15 

ABSTRACT 

Background. Cryptorchidism (CO), or undescended testis, is the most common 

genitourinary malformation in newborn males and represents an important risk factor 

for the development of testicular germ cell tumor (TGCT) in adulthood. Therefore, it is 

important to identify genetic factors that support the molecular relationship between CO 

and TGCT, which would also allow early diagnosis of CO patients who have a higher 

risk of developing this neoplasia than the general population. Some of these genetic 

factors are microRNAs (miRNAs). Particularly, the hsa-miR-371-373 cluster and hsa-

miR-367 have been proposed as diagnostic biomarkers for TGCT. Therefore, we 

propose that some CO patients could present high expression levels of these miRNAs, 

similar to what has been reported in patients with TGCT. Objectives. The relative 

expression of the hsa-miR-371-373 and hsa-miR-367 clusters, and their relationship 

with the expression of LAST2, IGF1R and PTEN transcripts in CO patients was 

determined. Methods. 36 testicular tissue samples were obtained and distributed into 

three groups 1) CO, 2) TGCT and 3) Control. From these, the histological description 

was carried out and immune-positivity for POU5F1, KIT and PLAP was evaluated using 

immunohistochemistry. Following this, the relative expression of the hsa-miR-371-373 

cluster, hsa-miR-367, LAST2, IGF1R and PTEN was evaluated by RT-qPCR. Finally, 

in silico assays were performed to identify other possible transcripts regulated by these 

miRNAs. Results. 16.7% of CO patients (2/12) presented germ cells suggestive of 

immune positive gonocytes for POU5F1, KIT and PLAP. These two patients showed 

increased expression levels of the hsa-miR-371-373 and hsa-miR-367 clusters, as well 

as decreased expression levels of LAST2 and IGF1R transcripts. Finally, ARID4B, 

GALNT3, and KPNA6 were identified as possible transcripts regulated by the miRNAs 

evaluated in the present work. Conclusion. This is the first report that shows gene 

expression data, which support the theory of the gonocyte as a target of malignancy 

for the development of TGCT in pediatric CO patients. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La búsqueda de biomarcadores genéticos resulta de gran relevancia para apoyar la 

relación a nivel molecular entre la CO y el TGCT con el fin de obtener un biomarcador 

diagnóstico oportuno para los pacientes con CO que tienen un mayor riesgo de 

desarrollar el TGCT en la edad adulta. 

Por lo que la presente tesis doctoral tuvo como objetivo determinar algunos 

marcadores inmunohistoquímicos característicos del TGCT (POU5F1, KIT y PLAP) en 

un grupo de pacientes con CO no sindromática. Y con base en la inmuno-positividad 

clasificar los resultados de expresión génica (hsa-miR-371-373, hsa-miR-367, LAST2, 

IGF1R y PTEN) entre los pacientes pediátricos con CO. Permitiendo identificar a los 

pacientes pediátricos con CO con mayor riesgo de desarrollar TGCT en el futuro. 

Además de contribuir al conocimiento de posibles vías moleculares reguladas por los 

microRNAs involucradas en el desarrollo del TGCT. 

Diversos estudios han demostrado que estos microRNAs pueden ser determinados en 

muestras de suero sanguíneo, mostrando mayor sensibilidad y especificidad 

diagnóstica respecto a los marcadores séricos utilizados convencionalmente para el 

diagnóstico, pronóstico y para determinar la respuesta al tratamiento del TGCT. Hasta 

la fecha este estudio el primer reporte que demuestra la sobre expresión del clúster 

hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367 en 16.7% de pacientes con CO. Por lo que estos 

resultados, abren a futuro, la posibilidad de replicar los resultados de este trabajo en 

una cohorte más amplia de pacientes; así como, evaluar si estos microRNAs pudieran 

identificarse de manera menos invasiva, en muestras de suero, apoyando su posible 

aplicación como marcador diagnóstico temprano. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. CRIPTORQUIDIA 

La criptorquidia o no descenso testicular (CO; OMIM 219050) es la malformación 

genitourinaria más frecuente en varones en edad pediátrica. Se estima que la CO 

afecta aproximadamente del 2.4 al 9% de los varones recién nacidos vivos a término 

a nivel mundial (Rodprasert et al., 2020). Sin embargo, su frecuencia varía entre las 

poblaciones, siendo Dinamarca el país con mayor frecuencia (9%) y Finlandia el país 

con la frecuencia más baja (2.4%), mientras que en México no se cuentan con datos 

epidemiológicos al respecto. Se ha descrito que factores poblacionales genéticos y 

ambientales juegan un papel importante en el desarrollo de esta malformación, lo que 

explica en parte estas diferencias epidemiológicas (Ferguson & Algounik, 2013). 

La CO se puede clasificar de acuerdo al grado de afección como unilateral o bilateral; 

como se observa en la Figura 1, con base en su localización; como abdominal, inguinal 

o supraescrotal; como se observa en la Figura 2, con base en su origen; como 

congénita o adquirida (Rodprasert et al., 2020; Facer et al., 2022); o con base en la 

integridad del genoma; como sindromática o no sindromática (Barthold, 2008). 

 
Figura 1. Clasificación de la CO con base en el grado de afección. Imagen creada con Biorender.com 
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Figura 2. Clasificación de la CO con base en su localización. Imagen creada con Biorender.com 

Para comprender la etiología de esta malformación y sus efectos a largo plazo, resulta 

necesario conocer el proceso de descenso testicular, este se divide en dos fases; la 

fase transabdominal y la fase inguino-escrotal. La primera fase ocurre entre las 

semanas de gestación (sdg) 8 a la 15, en la cual se da la regresión del ligamento 

suspensorio craneal que une a los testículos con los riñones. También se presenta un 

crecimiento del gubernáculo mediado por la acumulación de glicosaminoglucanos y 

ácido hialurónico, permitiendo la dilatación del canal inguinal para facilitar el descenso 

testicular desde el abdomen hacia la cavidad inguinal. En esta etapa participa INSL3 

es sintetizada por las células de Leydig y se une al receptor acoplado a proteínas G, 

el receptor 2 del péptido de la familia relaxina/similar a la insulina (RXFP2). La segunda 

fase ocurre entre la sdg 25 y 35, durante este tiempo se lleva a cabo la regresión del 

gubernáculo y el cierre del anillo inguinal, permitiendo el paso del testículo a través del 

canal inguinal hacia el escroto. Esta fase es mayoritariamente dependiente de los 

andrógenos. La falla en alguna de las dos fases, tiene como resultado el desarrollo de 

la CO, siendo la fase inguino-escrotal la que se encuentra más comúnmente alterada 

en los pacientes con CO (Ferguson & Algounik, 2013; Ludwikowski & González, 2013; 

Gurney et al., 2017; Rodprasert et al., 2020). 

Se ha descrito que, entre más tiempo el testículo se encuentre fuera del escroto, las 

células germinales pueden verse más afectadas (Rodprasert et al., 2020). De manera 
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habitual, los testículos deben encontrarse a 33°C, por lo que, una temperatura más 

alta favorece la muerte celular; generando una disminución en el número de células 

de Sertoli, germinales y de Leydig. Esto disminuye la calidad espermática; mediante la 

afección en la diferenciación de las espermatogonias, el retraso en el desarrollo de 

espermatocitos primarios y la reducción en el tamaño de los túbulos seminíferos 

(Ferguson & Algounik, 2013; Rodprasert et al., 2020). Sin embargo, otros reportes 

proponen que la pérdida de células germinales que lleva a la infertilidad en los 

pacientes con CO, se debe a la activación de transposones y la desregulación de la 

vía PIWI, que a su vez han sido relacionados con defectos en la minipubertad de 

roedores. Dichas alteraciones llevan a las células de Leydig a producir niveles bajos 

de testosterona, afectando la diferenciación de los gonocitos a espermatogonias. Por 

lo que, una fertilidad adecuada depende de una mini pubertad normal (Hadziselimovic 

et al., 2015). 

A nivel clínico, se ha descrito que los pacientes con CO presentan un riesgo relativo 

(RR) de 4.8 (con intervalo de confianza al 95% de 4.0-5.7) de desarrollar el TGCT en 

edad adulta, respecto a la población general (Dieckmann & Pichlmeier, 2004). A su 

vez, se ha estimado que aproximadamente el 10% de los pacientes con TGCT 

presentaron antecedentes de CO en edad pediátrica (Batra et al., 2021; Yu et al., 

2019). Actualmente, la relación clínica entre ambos padecimientos, podría explicarse 

por diversos reportes que demuestran que algunos pacientes con CO mantienen 

gonocitos pluripotentes de manera persistente más allá del periodo normal de 

diferenciación de estos (12 meses de edad) (Vigueras et al., 2015; Kvist et al., 2018). 

Por ejemplo, Clase-Linden et al., (2015), evaluaron marcadores de pluripotencia como 

POU5F1, LIN28 y D2-40 en 192 testículos de pacientes con CO de entre 2 a 14 años, 

encontrando que el 2% presentó células inmuno-positivas para estos marcadores. Por 

su parte, Vigueras et al., (2015), evaluaron en tejido testicular proveniente de pacientes 

pediátricos con CO, la presencia de marcadores característicos de la neoplasia in situ 

de células germinales (GCNIS, del inglés germ cell neoplasia in situ) y de la neoplasia 

testicular como POU5F1, KIT, PLAP, AP2 y SALL4 mediante inmunohistoquímica, 
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encontrando que el 21.6% de los pacientes evaluados (mayores a dos años de edad) 

mostraron células germinales inmuno-positivas para al menos una de las proteínas 

evaluadas, mientras que el 5.4% de los pacientes mostró células germinales inmuno-

positivas para los 5 marcadores evaluados en el estudio. Por lo que, los hallazgos 

anteriores podrían apoyar a la teoría del gonocito como blanco de malignidad para el 

desarrollo del TGCT. 

2.2. GONOCITO 

Los gonocitos son los precursores fetales/neonatales de las espermatogonias 

indiferenciadas, el reservorio de por vida de células troncales germinales. El término 

gonocito fue acuñado en 1957 por Clemont y Perey, para designar a las células 

germinales primordiales (PGCs, del inglés primordial germ cells) que residen en la 

gónada en desarrollo (Culty, 2009). Morfológicamente, son células con un núcleo 

grande, esférico y eucromático, con uno o dos nucléolos, presentan una membrana 

celular bien delimitada y un citoplasma transparente casi vítreo que es menos 

eosinofílico que las espermatogonias de tipo A (Baillie, 1964). 

Durante la segunda semana de gestación, células del epiblasto se derivarán hacia 

PGC, que son las células precursoras de los gonocitos fetales. Posteriormente, las 

PGC migrarán hacia la región extraembrionaria del saco vitelino cerca de alantoides, 

y luego hacia la cresta gonadal; denominándose gonocitos fetales. Durante la décima 

semana de gestación, los gonocitos fetales representan a las células germinales más 

abundantes, ubicándose centralmente dentro de los cordones seminíferos. 

Posteriormente, estos se convertirán en células intermedias con morfología similar y 

se ubicarán en la periferia de los cordones seminíferos. Una vez alcanzada la lámina 

basal por estas células, los gonocitos perderán su capacidad pluripotente y 

comenzarán a diferenciarse hacia espermatogonias tipo A (Baroni et al., 2019). 

Finalmente, entre los 3 a 6 meses de nacido, se favorecerá la diferenciación de los 

gonocitos neonatales, marcando como fecha límite de diferenciación de estas células 

a los 12 meses de edad. Durante este proceso, de manera paralela ocurre la mini 
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pubertad, que se caracteriza por la elevación en la concentración de hormonas como 

la gonadotropina coriónica humana (hCG) y de la testosterona, favoreciendo la 

proliferación de células de Sertoli, de Leydig y germinales (Loebenstein et al., 2020; 

Rodprasert et al., 2020;). Dicho proceso, permitirá consolidar nichos de 

espermatogonias que deberán proliferar y diferenciarse hacia espermatocitos, para 

que, durante la pubertad estas células se diferencien hacia espermátidas y 

subsecuentemente a espermatozoides. 

2.3. NEOPLASIA IN SITU DE CÉLULAS GERMINALES 

La GCNIS presenta células atípicas con citoplasma abundante, con un núcleo esférico 

o irregular con 1 o 2 nucléolos y estas se encuentran en contacto con la membrana 

basal (Baroni et al., 2019). De acuerdo con evidencia reciente, se propone que los 

gonocitos son los responsables de desarrollar la GCNIS, que es considerada como la 

lesión precursora del tumor testicular de células germinales (TGCT, del inglés testicular 

germ cell tumor) (Vigueras et al., 2015). Esta hipótesis se basa en las similitudes 

morfológicas entre los gonocitos y células atípicas del GCNIS, así como, en la 

presentación de una estructura de la cromatina permisiva, lo que se traduce en una 

actividad transcripcional elevada mediada por la presencia de factores de transcripción 

y proteínas como POU5F1, PLAP, NANOG, SALL4 y AP2γ que regulan la capacidad 

pluripotente y proliferativa (Hoei et al., 2005; Almstrup et al., 2010; Landero et al., 

2017). De tal manera que, si los gonocitos no se diferencian hacia espermatogonias y 

persisten más allá de la etapa neonatal en el testículo, estos deben ser programados 

para morir mediante apoptosis; lo que reflejará problemas de fertilidad en el futuro, si 

este mecanismo falla; los gonocitos se mantendrán como blancos de la transformación 

maligna en el testículo (Tien et al., 2020), como se muestra en la Figura 3. 
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Figura 3. Teoría del gonocito como posible blanco de malignidad para el desarrollo del TGCT. A) 

Diferenciación normal del gonocito para el establecimiento de la espermatogénesis. B) Programación 

hacia la muerte celular de gonocito incapaz de diferenciarse. C) Gonocito persistente con capacidad 

pluripotente que durante la pubertad dará paso al establecimiento del GCNIS y el desarrollo 

subsecuente del TGCT. Imagen creada con Biorender.com 

Se ha descrito que las células atípicas de la GCNIS presentan una proliferación 

invasiva del 50% dentro de los 5 años y del 70% dentro de los 7 años posteriores al 

diagnóstico (Hoei et al., 2005). Se ha propuesto que la transformación maligna del 

GCNIS puede ser provocada por la alteración en el microambiente testicular, que es 

estrictamente regulado y sensible a las hormonas (Rajpert-De Meyts, 2006; Ferguson 

& Algounik, 2013). Favoreciendo su progresión hacia el seminoma, carcinoma 

embrionario, tumor de saco vitelino, coriocarcinoma o teratoma. (Rijlaarsdaam et al., 

2015). 

Se ha descrito que las células atípicas de la GCNIS presentan una proliferación 

invasiva del 50% dentro de los 5 años y del 70% dentro de los 7 años posteriores al 

diagnóstico (Hoei et al., 2005). Se ha propuesto que la transformación maligna de 
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gonocitos hacia GCNIS puede ser provocada por la alteración en el microambiente 

testicular, que es estrictamente sensible a las hormonas (Rajpert-De Meyts., 2006; 

Ferguson & Algounik, 2013). Es decir, la desregulación en los niveles hormonales 

favorece la progresión de GCNIS hacia distintos tumores testiculares. 

2.4. TUMOR TESTICULAR DE CÉLULAS GERMINALES 

Los tumores testiculares se clasifican en dos grupos importantes. El primero 

corresponde a los tumores estromales; estos se originan del mesotelio proliferativo, y 

derivan hacia tumores de células de Sertoli y tumores de células de Leydig, estos se 

presentan en pacientes pediátricos y adultos y entre ambos tumores representan el 

5% de los tumores testiculares. El segundo grupo corresponde al TGCT; estos se 

originan de las células germinales y derivan en un grupo heterogéneo de neoplasias, 

estos se presentan de igual manera en pacientes pediátricos y adultos y representan 

el 95% restante de los tumores testiculares (Hoei et al., 2005; Oosterhuis et al., 2005; 

Van agthoven & Looijenga, 2016). 

Debido a su gran heterogeneidad, el TGCT se clasifica a su vez, en tres tipos 

diferentes. El TGCT tipo l, este no se encuentra relacionado a la GCNIS y se origina a 

partir de PGC tempranas o de gonocitos, derivando hacia tumores de saco vitelino y 

teratomas inmaduros, los cuales se presenta en sitios extragonadales, a lo largo de la 

línea media del cuerpo, como en las regiones retroperitoneal, el mediastino y la línea 

media del cerebro en pacientes neonatos o prepuberales. (Oosterhuis et al., 2005; 

Spiekermann et al., 2015). 

El TGCT tipo II, se encuentra relacionado a la GCNIS presente durante la pubertad y 

se origina a partir de PGC o de gonocitos. Se presenta en pacientes de entre 15 y 45 

años de edad y son considerados los tumores más comunes y más estudiados 

(Skakkebaek et al., 1987; Osterhuis et al., 2005; Facer et al., 2022). Estos se clasifican 

en el TGCT seminomatoso (sTGCT); que se origina del gonocito y deriva hacia el 

seminoma clásico (Fukawa et al., 2018), y en el TGCT no seminomatoso (nsTGCT); 

se origina de PCG, que son células troncales pluripotentes que derivan hacia el 
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carcinoma embrionario (EC), considerado como el paso de transición hacia el 

desarrollo de otro tipos tumores germinales en el testículo (Semjén et al., 2020), Otro 

origen se desarrolla a partir de PGC o gonocitos ubicados en el saco vitelino; lo que 

deriva hacia el tumor de saco vitelino (YST) o también conocido como tumor del seno 

endodérmico (Zhu et al., 2020), también puede originarse a partir de células 

citotrofoblásticas y sincitiotrofoblásticas; lo que deriva hacia el coriocarcinoma (CH) 

(Shinoda et al., 2004), y finalmente, a partir de las tres capas germinales; conteniendo 

elementos derivados del ectodermo como el epitelio y tejido neural, derivados del 

mesodermo como músculo, cartílago, hueso y derivados del endodermo como 

intestino, páncreas y aparato respiratorio, derivando en el teratoma maduro (T). 

Por último, se encuentra el TGCT tipo III, este tampoco se encuentra relacionado a la 

GCNIS, se origina a partir de espermatogonias o espermatocitos y deriva hacia el 

seminoma espermatocítico. Se presenta en hombres mayores de 50 años y son 

considerados como tumores benignos. Sin embargo, algunos pueden progresar hacia 

sarcomas (Oosterhuis et al., 2005), como se muestra en la Figura 4. 
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Figura 4: Clasificación del tumor testicular. 

Algunos de los factores de riesgo relacionados al TGCT son el bajo peso al nacer, 

algunos síndromes cromosómicos, hernia inguinal, antecedentes familiares y 

personales de TGCT; así como, antecedentes personales de CO, hipospadias, 

microlitiasis o infertilidad, los cuales en conjunto con el TGCT componen al síndrome 

de disgenesia testicular (TDS, del inglés Testicular Dysgenesis Syndrome) 

(Dieckmann & Pichlmeier, 2004; Hoei et al., 2005; Rajpert-De Meyts, 2006). Se ha 

relacionado al TDS con la exposición a disruptores endocrinos que son sustancias 

químicas capaces de afectar la regulación endocrina y por lo tanto, el desarrollo 

gonadal en el útero (Oosterhuis et al., 2005; Rajpert et al., 2006; Rodprasert et al., 

2020; Znaor et al., 2022;). 
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El TGCT es la neoplasia sólida más frecuente en varones jóvenes de entre 15 y 45 

años de edad (Van agthoven & Looijenga., 2016). A nivel mundial afecta al 1% de la 

población masculina (Ferguson & Algounik, 2013). Para el año 2022, se diagnosticaron 

2,831 nuevos casos de TGCT (tasa de 9.3 por cada 100,000 varones recién nacidos 

vivos) siendo el tumor con mayor incidencia en México. A su vez, se reportaron 525 

nuevas muertes (tasa de 1.7 por cada 100,000 varones recién nacidos vivos) siendo 

el segundo cáncer más mortal en el país (Globocan 2022). Estos datos establecen la 

importancia de un diagnóstico temprano certero. 

Actualmente, los marcadores convencionales utilizados para el diagnóstico del TGCT 

son la α-fetoproteína (AFP), β-gonadotropina coriónica humana (β-HCG) y lactato 

deshidrogenasa (LDH), aunque solo el 60% de todos los pacientes con TGCT tienen 

elevación de estos marcadores (Dieckmann et al., 2012; Murray et al., 2016). Además, 

la elevación de estos marcadores convencionales puede ser ocasionada por tumores 

en otros tejidos como el de hígado, páncreas, estómago, riñón o incluso por el 

consumo de marihuana, lo que puede complicar el diagnóstico, por lo que resulta 

importante la búsqueda de nuevos marcadores más sensibles y específicos que 

puedan medirse a partir de muestras poco invasivas y aportar información valiosa para 

el manejo clínico del paciente (Rijlaarsdaam et al., 2015; Regouc et al., 2020; Pajares 

et al., 2021).  

2.5. CARACTERÍSTICAS DE LOS microRNAs 

Los microRNA (miRNA) son RNA no codificantes (ncRNA) de aproximadamente 22 

nucleótidos (Allegra et al., 2012). Se descubrieron por primera vez en 1990 en 

Caenorhabditis elegans y desde entonces se han reportado una amplia variedad de 

organismos incluyendo a los humanos. Los miRNAs se han conservado 

evolutivamente y se encuentran en regiones intergénicas, intrónicas o exónicas 

(Allegra et al., 2012). Un solo miRNA puede dirigirse a muchos genes blancos 

potenciales, participando en la regulación post transcripcional (Shah et al., 2021). 
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Los miRNAs regulan la expresión génica inhibiendo la traducción o desestabilizando 

al RNA mensajero (mRNA). Estos son procesados inicialmente como transcritos 

primarios (pri-miRNA) por la RNA polimerasa II o III. Posteriormente, se escinden en 

precursores de 65 a 70 nucleótidos (pre-miRNA) por la RNA Drosha. Los pre-miRNA 

se presentan como estructuras en horquilla termodinámicamente estables que se 

exportan al citoplasma a través de la proteína exportina y se procesan en miRNA 

maduros activos de 21 a 22 nucleótidos mediante la endonucleasa de RNA DICER 

dentro del complejo de silenciamiento de RNA (RISC). Los miRNA maduros se 

procesan aún más en RISC seleccionando una de las dos cadenas (-5p o -3p) y los 

guían a sus mRNA afines donde facilitan la desestabilización y eventual degradación 

del objetivo, evitan la traducción mediante el reclutamiento de factores inhibidores o, 

en algunos casos, pueden mejorar la estabilidad del RNA (Chen et al.,2015). De tal 

manera que, el miRISC (complejo de silenciamiento inducido por miRNA) participa 

induciendo la degradación del mRNA y la inhibición de la traducción mediante la 

interacción con la secuencia complementaria con la región 3’ no traducible (3’UTR) del 

mRNA diana (Aly Syeda et al., 2020), como se observa en la Figura 5. Dicha regulación 

se determina por la secuencia semilla del miRNA que se une a la región 

complementaria de la región 3’UTR del mRNA. La región semilla comprende los 

nucleótidos del 2 al 8 del miRNA, siendo esta región la más crítica para la especificidad 

de unión, como se observa en la Figura 6. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/primary-transcript
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/primary-transcript
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna-polymerase-ii
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nucleotide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/drosha
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dicer
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna-stability
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Figura 5. Biogénesis de los miRNAs. Imagen creada con Biorender.com 

 

 

Figura 6 Reconocimiento de la secuencia semilla del miRNA con la región 3´UTR de su mRNA blanco. 

Imagen creada con Biorender.com 

 

En el ser humano se hasta ahora se han informado 1917 precursores de miRNA Y 

2654 secuencias de miRNA maduros (Kozomara et al., 2019). Cuando se realizó el 

mapeo de miRNAs, encontraron que el 30% de éstos se encontraban ubicados muy 

cerca de otros miRNAs, a lo que llamaron clúster de miRNAs. Se cree que estos 

clústeres pudieron haber surgido de la duplicación de genes o por la aparición de 
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nuevas horquillas (Chen et al., 2015). Se ha visto que estos miRNAs son estables en 

diferentes tipos de tejido, resistentes a diferentes temperaturas de incubación de 4 o 

37°C, a ciclos de congelación o descongelación, a la actividad de RNAsas y a las 

variaciones extremas en el pH (Allegra et al., 2012). 

Los miRNA participan en la regulación de varios procesos biológicos como la 

diferenciación, proliferación, migración y muerte celular (Shah et al., 2021). También 

participan en la respuesta celular al estrés ambiental, como la inanición, la hipoxia, el 

estrés oxidativo y el daño al DNA, además de estar implicados en enfermedades 

humanas como en el cáncer, en donde los miRNAs pueden funcionar como oncogenes 

llamados oncomiRNAs o supresores de tumores llamados miRNAs supresores 

tumorales. Por lo que, la desregulación de los miRNAs está relacionada con el inicio, 

progresión y metástasis del cáncer (Spiekermann, et al., 2015; Ali Syeda et al., 2020). 

Estas biomoléculas, son específicas de tejido y han demostrado ser confiables para 

identificar el órgano de origen de metástasis (Rosenfeld et al., 2008; Allegra et al., 

2012). 

2.6 DESREGULACIÓN DE LOS microRNAs EN EL CÁNCER 

Una gran cantidad de miRNA se encuentran relacionados al cáncer y las principales 

causas de su desregulación en células malignas puede deberse a diversos 

mecanismos (Pajares et al., 2021). Uno de los mecanismos que explica la alteración 

en los niveles de expresión de los miRNAs se debe a variaciones de loci como la 

pérdida o amplificación de regiones cromosómicas que contienen miRNAs (Calin & 

Croce, 2007). 

A nivel de secuencia, podemos encontrar la edición de nucleótidos del RNA mediante 

las adenosinas desaminasas, las cuales actúan sobre el RNA (ADAR) convirtiendo la 

adenosina (A) en inosina (I) en RNA de doble cadena (dsRNA). Este dsRNA puede ser 

editado en la región del tallo y modificar su estructura secundaria ocasionando que los 

miRNAs se unan a blancos diferentes (Ali Syeda et al., 2020), como se muestra en la 

Figura 7A y B. Por otro lado, a nivel de DNA se pueden generar variantes de un solo 
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nucleótido (SNV) afectando el procesamiento y la estructura de los pri-miRNA o pre-

miRNA, así como, modificaciones en la región semilla de los miRNAs, afectando la 

afinidad y el reconocimiento de estos con sus mRNA blanco, como se muestra la 

Figura 7C.  

Otras alteraciones a nivel de loci, pueden explicarse mediante alteraciones 

cromosómicas estructurales o numéricas. Así como, por la generación de variaciones 

en el número de copias (CNV), las cuales favorecen la variación de la expresión de los 

miRNAs en función a la dosis génica (Ali Syeda et al., 2020). Adicionalmente, se ha 

demostrado que la presencia de SNV y CNV en algunos genes implicados en la 

biogénesis de los miRNAs, pueden afectar la expresión de estos mismos. Por ejemplo, 

se han reportado en cáncer de colon, endometrio, estómago y mama algunas 

mutaciones, así como, ganancias y pérdidas en el número de copias que afectan a 

DICER, DROSHA, XPO5 y AGO2, favoreciendo la expresión aberrante de miRNAs, 

así como, la supresión de la exportación de pre-miRNAs, por mencionar algunos 

ejemplos (Ali Syeda et al., 2020) (Voorhoeve et al., 2006). 
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Figura 7. Efecto de la modificación de nucleótidos sobre la función de los miRNAs, (A) miRNA sin 
modificación por ADAR, B) Modificación en la secuencia ADAR de adenosina o inosina en pri-miRNAs 
y pre-miRNAs afectando su procesamiento, uniéndose a nuevos blancos, C) SNVs en pri-miRNAs y 
pre-miRNAs pueden afectar el procesamiento y la estructura secundaria y SNVs en la región semilla 
puede afectar la afinidad por sus genes blanco o reconocer nuevos blancos. Imagen creada por 
Biorender 

Otro de los mecanismos que explican la alteración en los niveles de expresión de los 

miRNAs en diferentes tumores, se deben a la presencia de ejes de regulación que 

actúan a nivel postranscripcional o mediante mecanismos epigenéticos. Se han 

reportado RNA no codificantes (ncRNAs) como los RNA circulares (circRNA) y los RNA 

largos no codificantes (lncRNA), los cuales afectan la unión de los miRNAs con sus 

blancos, actuando como competidores endógenos, como se muestra en la Figura 8A. 

Por otro lado, dentro de los mecanismos epigenéticos, se ha descrito como la hipo e 

hipermetilación de las islas CpG, así como, las modificaciones de las histonas 
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modifican los patrones de expresión de los miRNAs en el cáncer. Sumado a esto, se 

ha demostrado como algunos miRNAs, denominados como epimiRNAs, pueden 

regular la expresión de enzimas encargadas de modificar químicamente el DNA e 

histonas, como las DNMT, entre muchas otras, y afectar así, en los patrones de 

expresión en el cáncer (Pajares et al., 2021), como se observa en la Figura 8B. 

 

Figura 8. Regulación postranscripcional y epigenética de los miRNAs. A) RNA largos no codificantes 

(lncRNA) y RNA circulares (circRNA) afectan la interacción de los miRNAs con sus genes blanco al 

participar como competidores endógenos, B) Epi-miRNAs en la modulación de factores epigenéticos 

relacionados a la metilación del ADN como DNMT1, DNMT3A, DNMT3B. Imagen creada con 

Biorender.com. 

Estos antecedentes demuestran que conocer los patrones de expresión normales de 

los miRNAs, así como, sus mecanismos de acción, puede ser de gran utilidad para 

identificar nuevos biomarcadores diagnósticos, pronósticos y de respuesta al 

tratamiento en el cáncer. 
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2.7 EL CLÚSTER hsa-miR-371-373 Y EL hsa-miR-367 EN EL TGCT 

Un biomarcador ideal para el diagnóstico del TGCT, debe ser estable, capaz de 

discernir entre el paciente y un individuo sano, independientemente de la edad del 

paciente y del tipo histológico del tumor (Murray et al., 2016). Algunos de los miRNAs 

que han propuesto como posibles biomarcadores para el TGCT son los clústeres hsa-

miR-371-373 y hsa-miR-302/367. 

El clúster hsa-miR-371-373 se encuentran en el brazo largo del cromosoma 19 

(Dieckmann et al., 2012). Este participa en el mantenimiento de la pluripotencia de las 

células troncales embrionarias (Regouc et al., 2020). La expresión de los miRNAs de 

este clúster ha sido propuesto como un potencial biomarcador del TGCT, debido a 

que, de manera conjunta los 3 miRNAs se presentan en niveles altos de expresión 

para esta neoplasia y su determinación ha demostrado ser adecuada para el 

diagnóstico y seguimiento (Murray et al., 2016). Adicionalmente, se ha reportado que 

este mismo clúster se presenta a niveles de expresión ligeramente aumentados en 

pacientes con diagnóstico de la GCNIS (Spiekerman et a., 2014; Lobo et al., 2021). 

Además, se ha reportado la sobreexpresión de este clúster en células germinales 

primordiales, gonocitos fetales/neonatales y células troncales en el testículo humano, 

por lo que, es importante la regulación sin alteraciones del gonocito durante la etapa 

neonatal, para evitar la progresión del cáncer (Voorhoeve, 2006; Wu et al., 2014). 

Se ha reportado que el hsa-miR-371-3p posee mayor sensibilidad para el diagnóstico 

del TGCT, respecto a los miRNAs restantes del clúster y del hsa-miR-367 (Regouc et 

al., 2020). El hsa-miR-371 es considerado como un biomarcador prometedor para la 

detección, pronóstico y recurrencia del TGCT. Dieckmann et al., (2019), demostraron 

que el hsa-miR-371-3p se sobreexpresa en pacientes con TGCT en comparación de 

individuos sanos. Además, demostraron que los niveles séricos de este miRNA 

disminuyeron 24 horas después de la orquiectomía y de la quimioterapia (Anheuser et 

al., 2017; Dieckmann et al., 2012). 
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Así mismo, se ha reportado que el clúster hsa-miR-371-373 regula la expresión de 

algunos transcritos provenientes de genes implicados en la regulación del ciclo celular, 

como CDK2, CDK4 y CDK6, así como, en la inhibición de la senescencia inducida por 

el estrés oncogénico, llevando a la transformación maligna de las células germinales 

(Shah et al., 2021). Específicamente, se ha reportado a CDK2 y CCNA1 como blancos 

directos del hsa-miR-372 en células Hela, regulando la progresión y proliferación del 

ciclo celular negativamente (Shah et al. 2021). 

Por otro lado, el hsa-miR-367 forma parte del clúster hsa-miR-302/367, se ubica a nivel 

intrónico del gen LARP7 en el cromosoma 4q25 y es transcrito por la RNA polimerasa 

II. Este clúster se expresa específicamente en células troncales embrionarias 

indiferenciadas y en el carcinoma embrionario, participa en el mantenimiento de 

pluripotencia y en la formación del cáncer, así como, en la regulación de la 

proliferación, reprogramación y diferenciación celular. (Van Agthoven & Looijenga, 

2016; Gao et al., 2015). El clúster hsa-miR-302/367 inhibe al gen CDKN1A lo que 

aumenta la expresión del complejo ciclina E/CDK, promoviendo la transición de las 

células troncales embrionarias de la fase G1 a la fase S (Gao et al., 2015). También 

inhibe a p63 regulando la apoptosis en células troncales embrionarias y en células 

cancerosas (Kuo et al., 2012).  

Syring et al. (2015) identificaron la sobreexpresión del hsa-miR-367 en pacientes con 

TGCT respecto a individuos sanos, también mostraron que este miRNA se encuentra 

expresado a niveles más altos en el seminoma que en el no seminoma y que la 

expresión del hsa-miR-367 es más alta dependiendo del estadio del TGCT, por lo que 

entre más avanzado sea el estadio, mayor es la expresión de este. 

Hasta la fecha, únicamente se ha observado la sobreexpresión coordinada el clúster 

hsa-miR-371–373 y el hsa-miR-302–367 en el TGCT, la cual no se ha demostrado en 

otro tipo de tumor (Murray et al., 2016). Por lo que estos proporcionan una alta 

especificidad y son los candidatos más prometedores como biomarcadores para el 

diagnóstico del TGCT (Regouc et al., 2020). 
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3. JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La CO es el defecto congénito genitourinario al nacimiento más frecuente en varones 

a término y es considerada una anormalidad urogenital frecuente y uno de los factores 

de riesgo mejor documentado para el desarrollo de TGCT. Actualmente, esta neoplasia 

representa al tumor sólido más frecuente en varones jóvenes y diversos autores 

proponen que el diagnóstico y pronóstico de este tumor podría beneficiarse de la 

determinación de los niveles de expresión del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-

367, debido a que estos miRNAs presentan mayor especificidad y sensibilidad en 

comparación con los marcadores séricos convencionales utilizados en la práctica 

clínica. Por lo que, caracterizar los niveles de expresión del clúster hsa-miR-371-373 

y del hsa-miR-367 en un grupo de pacientes pediátricos con CO, nos permitirá evaluar 

su pertinencia como biomarcador diagnóstico temprano, en pacientes con 

padecimientos de riesgo a desarrollo de la neoplasia testicular en edad pediátrica. 

4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cómo serán los niveles de expresión del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367 

en pacientes pediátricos con CO? 

5. HIPÓTESIS 

Los pacientes con CO presentarán niveles altos de expresión del clúster hsa-miR-371-

373 y del hsa-miR-367 de manera similar a los pacientes con TGCT. 

6. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar los niveles de expresión del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367 

en un grupo de pacientes pediátricos con CO. 

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Describir las características clínico-patológicas de los grupos de estudio. 

2. Determinar la inmuno-positividad a POU5F1, PLAP y KIT en los grupos de 

estudio. 
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3. Determinar los niveles de expresión relativa del clúster hsa-miR-371-373 y del 

hsa-miR-367 en los grupos de estudio. 

4. Determinar los niveles de expresión relativa de algunos transcritos reportados 

en la literatura como blancos validados del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-

miR-367 en los grupos de estudio. 

5. Integrar y describir los patrones de expresión identificados en el grupo con CO. 

6. Identificar otros posibles transcritos regulados en común por el clúster hsa-miR-

371-373 y por el hsa-miR-367. 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 CLASIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

 Finalidad: Comparativa 

 Secuencia Temporal: Transversal 

 Control de asignación de los factores de estudio: Observacional 

 Direccionalidad: Retrospectivo 

7.1.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO 

7.1.2 POBLACIÓN OBJETIVO 

Pacientes pediátricos mexicanos con diagnóstico confirmado de CO no sindromática 

y pacientes mexicanos con diagnóstico confirmado de TGCT. 

 

7.1.3 POBLACIÓN ELEGIBLE 

Pacientes pediátricos con diagnóstico de CO aislada y pacientes con diagnóstico de 

TGCT que hayan acudido a recibir atención al Instituto Nacional de Pediatría y al 

Instituto Nacional de Cancerología entre 2013 y 2021. 

 

7.2. CRITERIOS DE SELECCIÓN 

7.2.1 CRITERIOS DE INCLUSIÓN 
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 Pacientes provenientes de la República Mexicana con ascendencia mexicana 

mínima de dos generaciones. 

 Pacientes con diagnóstico confirmado de CO no sindromática. 

 Pacientes con diagnóstico confirmado de TGCT primario, virgen al tratamiento 

con o sin antecedentes de CO. 

7.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

 Pacientes con diagnóstico de CO adquirida. 

 Pacientes con testículo retráctil o dudosamente criptorquídico. 

 Pacientes con antecedente de cirugía inguinal. 

 Pacientes con alguna otra anomalía genital. 

 Pacientes con algún síndrome cromosómico. 

7.3 CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Es importante mencionar que el presente trabajo de tesis cumplió con lo estipulado en 

los principios de la Declaración de Helsinki y en el título segundo del Reglamento de 

La Ley General de Salud en materia de investigación para la salud. Según esta ley 

vigente en nuestro país el estudio corresponde a la categoría I. A los pacientes y sus 

familiares, se les explicó las características y objetivos del estudio especificando las 

ventajas, desventajas y posibles riesgos para los participantes. 

Todos los participantes del estudio mayores de 12 años firmaron una carta de 

asentimiento informado, mientras que los padres de los participantes menores de 12 

años firmaron una carta de consentimiento informado. La información obtenida de los 

pacientes durante el estudio se mantuvo con estricta confidencialidad y se mantuvo 

con estricto apego a la Declaración Universal sobre el Genoma Humano y los derechos 

humanos promulgada por la UNESCO. 
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7.4 DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se incluyeron 36 muestras de tejido testicular incluido en parafina, las cuales se 

distribuyeron en los siguientes grupos: 1) Grupo control; que corresponde a individuos 

sin ninguna alteración urológica, las muestras fueron obtenidas del Instituto de 

Ciencias Forenses (INCIFO, Ciudad de México), 2) Grupo CO y 3) Grupo TGCT, 

muestras referidas del servicio del Departamento de Patología del Instituto Nacional 

de Pediatría (INP, Ciudad de México) y del Instituto Nacional de Cancerología (INCan, 

Ciudad de México) respectivamente. Durante la realización de este trabajo, se 

estableció como grupo principal de estudio al grupo CO, asignando así, al grupo 

Control; como control negativo de los ensayos y al grupo TGCT; como control positivo 

de los mismos. 

Inicialmente, se realizó un análisis morfológico e inmunohistoquímico para POU5F1, 

PLAP y KIT. Seguido de esto, se realizaron los ensayos para determinar la expresión 

relativa del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367; así como, de los transcritos 

blancos reportados en la literatura para estos miRNAs (LATS2, PTEN e IGF1R). A 

partir de estos resultados, se reagruparos los resultados de expresión relativa del 

grupo CO, con base en la inmuno-positividad a los anticuerpos previamente descritos. 

Finalmente, mediante un análisis bioinformático, se realizó la búsqueda y selección de 

otros posibles blancos regulados en común por los miRNAs evaluados en el presente 

trabajo, como se muestra en la Figura 10. 
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Figura 10. Diseño experimental. 

 

7.5 DESCRIPCIÓN EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO 

7.5.1 MUESTRAS BIOLÓGICAS 

El estudio se realizó a partir de muestras de tejido testicular incluido en parafina (FFPE) 

en todos los grupos de estudio. 

7.5.2 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 

Para el análisis de morfológico, se seccionaron cortes de 4 μm de grosor en un 

micrótomo (Leica RM 2155; Microsystems, Nussloch Gmbh, Alemania). Éstos se 

montaron en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, 

EE. UU.) y se contrastaron con la tinción de Hematoxilina-eosina (HE). Finalmente, se 

observaron de 5 a 10 secciones transversales de tubos seminíferos por laminilla. 

7.5.3 ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO 

Las secciones de tejido se desparafinaron y se hidrataron en una serie graduada de 

etanol. Para cada paciente, las secciones de tejidos se incubaron en EDTA 0,1 M pH 

9 (recuperación inmunodual con EDTA) para POU5F1 o tampón de citrato 0,1 M, pH 
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6,0 (Bio SB, Sta. Barbara, CA, EE. UU.) para vimentina, KIT y PLAP en el microondas 

con una olla a presión (NordicWare® Microwave Tender Cooker, Biogenex, San 

Ramon CA, EE. UU.) durante 1 minuto a alta potencia (1000 W). Después de enfriar, 

las secciones de tejido se incubaron en H2O2 al 0,9 % en agua destilada durante 5 

minutos. 

Las secciones se incubaron consecutivamente con anti-vimentina (anticuerpo 

monoclonal de ratón a una dilución de 1:50, Dako Cytomation, Carpinteria CA, EE. 

UU., M 0725, lote 092) durante 45 minutos a temperatura ambiente, seguido de un 

anticuerpo secundario acoplado a biotina. y posteriormente se incubaron con solución 

de peroxidasa de rábano picante acoplada a estreptavidina durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. La reacción de diaminobencidina se usó para observar la 

inmuno-positividad celular. Para POU5F1 se utilizó un anticuerpo monoclonal de ratón 

a una dilución 1:50, (Santa Cruz, Biotechnology CA, USA, SC 5279, lote F2513), 

durante 45 minutos a temperatura ambiente seguido de un sistema libre de biotina 

[(Secondary Antibody anti-ratón-HRP, polímero (MACH 2 Mouse HRP-Polymer, 

Biocare Medicals, Concord, CA, EE. Bio SB, Santa Bárbara, CA, EE. UU.). Para 

KIT/CD117, se usó un anticuerpo monoclonal de ratón, dilución 1:50, (Leica 

Novocastra Bannock, IL, EE. UU. L-CD117, lote 6014169) durante 45 minutos a 

temperatura ambiente y se usó un sistema de anticuerpo secundario acoplado a 

biotina, solución peroxidasa de rábano picante acoplada con estreptavidina durante 30 

minutos a temperatura ambiente y mezcla de sustrato de diaminobencidina (Bio SB). 

Para PLAP, se usó un anticuerpo monoclonal de ratón de dilución 1:50, Dako 

Cytomation M7191, durante 45 minutos a temperatura ambiente usando un anticuerpo 

secundario acoplado a biotina y estreptavidina acoplado a fosfatasa alcalina 

(BioGenex, CA, EE. UU., LA000-UL) durante 30 minutos y un sustrato de fosfatasa 

alcalina (BioGenex) según las instrucciones del fabricante. Al final de la reacción, las 

secciones se contrastaron con hematoxilina de Gill y se cubrieron con medio entellan 

(Merck, Darmstadt, Alemania). 
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Debemos indicar que la vimentina sirvió para verificar la integridad de los sitios 

antigénicos. Las secciones de control negativo se procesaron de manera idéntica, pero 

se omitió el paso de incubación del anticuerpo primario. Ninguno de los controles 

negativos mostró inmuno-positividad. El tejido tumoral sirvió como control positivo. 

Para la identificación de células germinales que mostraban una señal positiva, se 

examinaron de 5 a 10 secciones transversales de túbulos seminíferos. En los casos 

en que se observaron señales positivas de células germinales solo en algunos túbulos 

seminíferos, esta expresión focal se clasificó como un resultado positivo. 

7.5.4 AISLAMIENTO DE RNA TOTAL 

Se obtuvieron cuatro cortes de 4 μm de grosor de cada una de las 36 muestras 

incluidas en el estudio. Para la desparafinación se utilizó 1 mL de xilol, se agitó en 

vórtex y se incubó a 56°C durante 5 minutos. Se centrifugó 1 minuto por 10,000 rmp, 

y se decantó sin alterar el pellet. Seguido de esto, se agregó 1 mL de etanol, se agitó 

en vórtex y se incubó a 15°C por 5 minutos. Se centrifugó 1 minuto a 10,000 rmp. 

Posteriormente, se adicionó 240 μL de Buffer PKD y se centrifugó 1 minuto a 10,000 

rmp. Se agregaron 10 μL de proteinasa K y se incubó a 56°C por 15 minutos, luego a 

80°C por 15 minutos. Se colocaron las muestras en hielo por 3 minutos y fueron 

centrifugadas durante 15 minutos a 13,500 rpm. Se tomó el sobrenadante, se colocó 

en otro microtubo y se agregaron 25 μL de DNase Booster Buffer, 10 μL de solución 

de DNasa I y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron 500 

μL de buffer RBC y 1750 μL de etanol al 100%, se mezcló con ayuda de la micropipeta 

y se transfirió el volumen a las columnas miRNeasy MinElute, estas se centrifugaron 

por 30 segundos a 10,000 rpm. Se descartó la elución y se agregaron 500 μL de Buffer 

RPE, se centrifugó por 30 segundos a 10,000 rpm. Se descartó nuevamente la elución 

y se agregaron 500 μL de Buffer RPE, se centrifugó durante 2 minutos a 10,000 rpm. 

Seguido de esto, se colocó la columna en un nuevo microtubo de colecta y se 

centrifugó a 14,000 rpm por 5 minutos. Por último, se adicionaron 20 μL de agua libre 

de RNasa y se centrifugó por 1 minuto para eluir el RNA total. 



45 

Posteriormente, se cuantificaron las muestras de RNA con espectrofotometría 

considerando la relación de absorbancia A260nm/A230nm y A260nm/A280nm con 

ayuda del NanoDrop 2000UV-Vis Spectrophotometer ThermoScientific®. 

7.5.5 EXPRESIÓN RELATIVA DEL CLÚSTER hsa-miR-371-373 Y DEL hsa-miR-

367 

La transcripción inversa del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367 se realizó 

acorde a lo especificado en el kit de transcripción inversa TaqMan® MicroRNA, 

Lituania (Applied Byosystems) para obtener cDNA. La reacción contenía 0.15 µL de 

dNTP 100 mM, 0.5 µL de 50 U/µL de transcriptasa inversa MultiScribeTM, 2 µL de 

tampón de transcripción inversa 10X, 0.19 µL de 20 U/µL de inhibidor de RNasa, 13.16 

µL de agua libre de RNasa, 3 µL de cebadores específicos para cada uno de los 

miRNAs (Tabla 1) y 1 µL de muestra de extracción de RNA total, para un volumen total 

de 20 µL por reacción. Se utilizaron alícuotas de 100 ng para RT-PCR y se sometieron 

a las siguientes condiciones de reacción: 16 °C durante 30 minutos, 42°C durante 30 

minutos y 85 °C durante 5 minutos en un termociclador Applied Biosystem 

StepOneTM, California, EE. UU. 

Posteriormente, para cada ensayo, se usaron 5 µL de Taqman Universal PCR Master 

Mix, 0,5 µL de la sonda específica de cebador, 3.5 µL de agua libre de nucleasas y 1 

µL de cDNA para un volumen total de 10 µL. Se realizaron reacciones por triplicado 

bajo las siguientes condiciones: 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos, 

40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minutos. La expresión relativa 

de los miRNAs se determinó mediante el método 2-ΔΔCt, utilizando a RNU44 y RNU6B 

como controles endógenos para la normalización de los datos de expresión relativa, 

como se muestra en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Secuencia de los miRNAs y los controles endógenos utilizados. 

miRNA ID Secuencia de 5’ a 3’ 

hsa-miR-371a-3p 002124 AAGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGU 

hsa-miR-372-3p 000560 AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU 

hsa-miR-373-3p 000561 GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU 

hsa-miR-367-3p 000555 AAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA 

RNU6B 001093 
CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATAT

TTTT 

RNU44 001094 
CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGACTGAACATGAAGG

TCTTAATTAGCTCTAACTGACT 

 

7.5.6. SELECCIÓN DE TRANSCRITOS CANDIDATOS 

Inicialmente, se realizó la búsqueda en la bibliografía de aquellos transcritos 

subexpresados en TGCT. Una vez realizado esto, se verificó en el miRDB y 

TargetScanHuman que dichos transcritos ya hubieran sido descritos como dianas 

validadas de alguno de los miRNA analizados en este estudio, ya sea para TGCT o 

alguna otra condición, o que la región 3' no traducida (3'UTR) fuera reconocida por la 

región semilla por al menos uno de los miRNA analizados. Seguido de esto, se 

confirmó en el servidor web GEPIA, así como, en el portal de UALCAN los patrones 

de expresión de los transcritos en el TGCT y en diferentes condiciones clínico-

patológicas de esta neoplasia. 

7.5.7 EXPRESIÓN RELATIVA DE LOS TRANSCRITOS LATS2, IGF1R Y PTEN 

La transcripción inversa de los genes LATS2, IGF1R y PTEN se realizó mediante el kit 

de transcripción inversa TaqMan® N8080234 (Applied Byosystems). La reacción 

contenía 4 µL de dNTP 2.5 mM, 1.4 µL de MgCl2, 1 µL de MultiScribeTM 50 U/µL de 

transcriptasa inversa, 2 µL de tampón de transcripción inversa 10X, 1 µL de 20 U/µL 

de inhibidor de RNasa, 8.6 µL de agua libre de RNasa, 1 µL de cebadores específicos 

para cada uno de los transcritos evaluados y 100 ng de muestra de extracción de RNA 

total, para un volumen total de 20 µL por reacción. Para las reacciones de RT-PCR, se 
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tomaron en cuenta las siguientes condiciones de reacción: 16 °C durante 30 minutos, 

42 °C durante 30 minutos y 85 °C durante 5 minutos en un termociclador Applied 

Biosystem StepOneTM. 

Posteriormente, para cada ensayo, se utilizaron 5 µL de Taqman Universal PCR 

Master Mix, 0.5 µL de la sonda específica de cebador, 3.5 µL de agua libre de 

nucleasas y 1 µL de cDNA para un volumen total de 10 µL en cada ensayo. Se 

realizaron reacciones por triplicado bajo las siguientes condiciones: 50 °C durante 2 

minutos, 95 °C durante 10 minutos, 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 60 °C 

durante 1 minuto. La expresión relativa de los transcritos se determinó mediante el 

método 2-ΔΔCt, utilizando a GAPDH como control endógeno para la normalización de 

los datos de expresión relativa, como se observa en la Tabla 2. 

Tabla 2. Secuencia de los transcritos evaluados. 

Gen ID Tamaño del amplicon 

PTEN Hs008229813_s1 154 

LATS2 Hs1059009_m1 68 

IGF1R Hs01075031_s1  98 

GAPDH Hs04420566_g1  120 

 

7.5.8 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

Con el fin de identificar otros posibles transcritos candidatos regulados en común por 

el clúster hsa-miR-371-373 y por el hsa-miR-367 en TGCT, se obtuvo un conjunto de 

datos de expresión génica que corresponden al TGCT y de tejido testicular normal de 

la base de datos GEO (GSE65026) y (GSE25518) respectivamente, de la plataforma 

Array Express, Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0. Posteriormente, estos datos 

fueron procesados por el software Transcriptome Analysis Console (TAC), versión 4.0 

de Applied Biosystems™, seleccionando a los transcritos diferencialmente expresados 

(DET) con una tasa de cambio <−2 y >2. A partir de este perfil, se seleccionaron a los 

transcritos regulados a la baja. Y de este, se realizó un análisis ontológico a partir del 

listado de genes obtenidos mediante GO Ontology y Kyoto Encyclopedia of Genes and 

https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01075031_s1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs04420566_g1?CID=&ICID=&subtype=
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Genomes (KEGG) con la finalidad de identificar los principales procesos biológicos y 

vías moleculares asociadas a estos transcritos. A su vez, se identificó los posibles 

transcritos blancos en común de los miRNAs de estudio y de manera dirigida se 

confirmó en el servidor web GEPIA, así como, en el portal de UALCAN los patrones 

de expresión de los transcritos en el TGCT y en diferentes condiciones clínico-

patológicas de esta neoplasia. 

7.5.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

La distribución normal de los datos de expresión de los miRNAs y de los transcritos 

entre los grupos se verificó mediante la prueba de Shapiro-Wilk. A continuación, se 

realizó una comparación de los niveles de expresión mediante una prueba de 

comparación de medianas no paramétrica en IBM SPSS Statistics para Windows, 

versión 21.0. (IBM Corp., Armonk, NY). Mientras que, para expresar los datos en 

gráficos de caja y bigotes se utilizó GraphPad Prism. En todo momento se 

consideraron resultados significativos valores de p≤0.05. 

8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E HISTOLÓGICAS DE LOS GRUPOS DE 

ESTUDIO 

En cuanto a las características clínicas, todos los individuos del grupo control 

presentaron los testículos a nivel escrotal. Para el grupo de pacientes con CO, todos 

presentaron CO no sindromática, 5/12 presentaron CO bilateral y 7/12 CO unilateral. 

Finalmente, para el grupo TGCT, todos presentaron antecedentes pediátricos de CO 

no sindromática, 3/12 se clasificaron como sTGCT y 9/12 como nsTGCT. Además, 

7/12 presentaron metástasis, como se observa en la Tabla 3. 

Tabla 3. Características clínicas e histológicas 

A) Grupo Control 

Caso Edad Histología 

Control 1 17 años Espermatogénesis normal 

Control 2 8 años Normal para la edad 

Control 3 39 años Espermatogénesis normal 
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Control 4 17 años Espermatogénesis normal 

Control 5 17 años Hipo espermatogénesis 

Control 6 18 años Espermatogénesis normal 

Control 7 18 años Espermatogénesis normal 

Control 8 18 años Espermatogénesis normal 

Control 9 22 años Espermatogénesis normal 

Control 10 4 años Normal para la edad 

Control 11 1 año Normal para la edad 

Control 12 14 años Espermatogénesis normal 

B) Grupo CO 

Caso Edad Historia personal de CO Lateralidad Histología 

CO 1 1 año No sindromático Bilateral Normal para la edad 

CO 2 2 años No sindromático Derecha Atrofia tubular 

CO 3 1 años No sindromático Izquierda Normal para la edad 

CO 4 12 años No sindromático Bilateral Arresto de la maduración 

CO 5 1 año No sindromático Bilateral Atrofia tubular 

CO 6 15 años No sindromático Derecha Atrofia tubular 

CO 7 1 año No sindromático Izquierda Normal para la edad 

CO 8 4 años No sindromático Izquierda Normal para la edad 

CO 9 10 años No sindromático Bilateral Atrofia tubular 

CO 10 5 años No sindromático Izquierda Atrofia tubular 

CO 11 1 año No sindromático Izquierda Atrofia tubular 

CO 12 8 años No sindromático Bilateral Atrofia tubular 

C) Grupo TGCT 

Caso Edad Diagnóstico Histología 
Lateralidad 

(TGCT) 

Estadio 

clínico 
Metástasis 

Historia 

personal de CO 

Lateralidad 

(CO) 

TGCT 1 49 años nsTGCT T Derecho Il No No sindromático Bilateral 

TGCT 2 27 años sTGCT S Derecho I No No sindromático Bilateral 

TGCT 3 17 años nsTGCT T Izquierdo II Pelvis No sindromático Bilateral 

TGCT 4 19 años nsTGCT YS + CH Izquierdo Il Retroperitoneo No sindromático Izquierda 

TGCT 5 16 años nsTGCT T Derecho I No No sindromático Bilateral 

TGCT 6 22 años sTGCT S Izquierdo II Retroperitoneo No sindromático Izquierda 

TGCT 7 22 años nsTGCT S + T Bilateral II No No sindromático Bilateral 

TGCT 8 16 años nsTGCT S + T + CH Derecho II Retroperitoneo No sindromático Bilateral 

TGCT 9 23 años nsTGCT T Derecho IV Pulmón No sindromático Derecha 

TGCT 10 27 años nsTGCT T Izquierdo Il Retroperitoneo No sindromático Izquierda 

TGCT 11 18 años sTGCT S Derecho I No No sindromático Derecha 

TGCT 12 24 años nsTGCT S +T Derecho I No No sindromático Derecha 

nsTGCT, tumor testicular de células germinales no seminomatoso, sTGCT, tumor testicular 

seminomatoso de células germinales, S, seminoma, T, teratoma, YS, tumor del saco vitelino, CH, 

coriocarcinoma. 
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En cuanto a la descripción histológica, 11/12 individuos del grupo control presentaron 

un epitelio seminífero acorde a la edad, mientras que el individuo restante presentó 

hipoplasia de la espermatogénesis; es decir, un epitelio seminífero con presencia de 

todas las etapas de células germinales, incluidos los espermatozoides, pero con una 

clara disminución en el número de células germinales. Para el grupo de pacientes con 

CO, 7/12 pacientes presentaron atrofia tubular; es decir, tubos seminíferos más 

pequeños con pocas células adentro, 4/12 presentaron una histología normal de 

acuerdo a la edad y 1/12 presentó arresto de la maduración; caracterizada por una 

espermatogénesis incompleta, no más allá de la etapa de espermatocitos, como se 

observa en la Tabla 3. Estas características fueron similares a lo reportado por Koni et 

al., (2014), en donde observaron que algunos pacientes con CO mostraban atrofia de 

los túbulos seminíferos, arresto de la maduración de las células germinales e incluso 

pacientes que únicamente presentaron sólo células de Sertoli. 

A su vez, para el grupo TGCT, todos los pacientes mostraron alteraciones histológicas 

típicas de la neoplasia; caracterizadas por la presencia de células grandes, 

multinucleadas, con nucléolos prominentes, citoplasma claro, poco diferenciadas, 

lesiones en el parénquima adyacente y en el caso del teratoma, células inmaduras con 

componentes de diferentes tipos de tejido, como se observa en la Tabla 3. Similar a lo 

identificado por Howitt y Berney en 2015, en donde; además, observaron una 

histología celular con citoplasma anfófilo, bordes celulares indistintos, necrosis, 

núcleos atípicos y crecimiento anómalo. 

Finalmente, debemos remarcar que; hasta este punto, el análisis histológico resultó 

insuficiente para encontrar diferencias importantes entre los individuos del grupo CO y 

la relación de algunos de estos con el TGCT, debido a que este se realizó a partir de 

cortes finos en parafina.  

8.2 ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO 

En cuanto al análisis inmunohistoquímico para las proteínas POU5F1, PLAP y KIT, no 

se observó inmuno-positividad en el grupo Control, mientras que para el grupo TGCT 
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se observó inmuno-positividad acorde a cada uno de los tipos histológicos tumorales 

presentes en cada paciente. Para el grupo CO, únicamente 2/12 pacientes presentaron 

células inmuno-positivas para las tres proteínas, como se observa en la Tabla 4. 

 

Tabla 4. Inmuno-positividad a las proteínas POU5F1, PLAP y KIT 

Muestra 
Control CO TGCT 

POU5F1 PLAP KIT POU5F1 PLAP KIT POU5F1 PLAP KIT 

1          

2          

3          

4          

5          

6          

7          

8          

9          

10          

11          

12          

En color verde se muestra aquellos pacientes sin inmuno-positividad, mientras que, en color rojo se 
muestra aquellos pacientes con inmuno-positividad a POU5F1, PLAP y KIT. 

Al momento de integrar los resultados histológicos con lo observado a nivel 

inmunohistoquímico, se evidenció entre el grupo CO que, pese a observarse una 

morfología relativamente similar entre todos los pacientes, como se muestra en la 

Figura 11 (A; B y C), 2/12 pacientes con CO presentaron abundancia de proteínas 

características del TGCT, como se muestra en la Figura 11 (D-O).  
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Figura 11. Análisis histológico e inmunohistoquímico. La parte superior del panel de imágenes, muestra 
la comparación histológica representativa entre 3 pacientes del grupo CO, mediante tinción de H/E. A) 
Paciente número 9 de 10 años de edad que presentó atrofia tubular. B) Paciente número 4 de 12 años 
de edad que presentó arresto en la maduración. C) Paciente 6 de 15 años de edad que presento atrofia 
tubular. La parte inferior del panel de imágenes muestra la comparación inmunohistoquímica 
representativa para POU5F1 (D-G), KIT (H-K) y PLAP (L-O). De izquierda a derecha se muestra al 
Control 1 de 17 años de edad sin inmuno-positividad para los 3 anticuerpos, seguido del Paciente CO 
4 (mostrado en la parte superior del panel) de 12 años de edad, el cual no es inmuno-positivo a los 
anticuerpos, posteriormente, se muestra al Paciente CO 6 (mostrado en la parte superior del panel) de 
15 años de edad, el cual es inmuno-positivo para los tres anticuerpos, similar a lo observado en el 
Paciente TGCT 7 de 22 años de edad. 
CO; criptorquidia, CO-; criptorquidia no inmuno-positiva para POU5F1, PLAP y KIT, CO+; criptorquidia 
inmuno-positiva para POU5F1, PLAP y KIT, TGCT; tumor testicular de células germinales. Barra de 
calibración a 50 µm. 

Para el análisis inmunohistoquímico se evaluó POU5F1 (Factor de transcripción 1 de 

clase 5 del dominio POU), KIT (Receptor Kit del factor de crecimiento de 

mastocitos/células troncales) y PLAP (Fosfatasa alcalina placentaria), marcadores de 

riesgo para el desarrollo de neoplasia testicular. POU5F1 es un regulador 

transcripcional que se expresa en células pluripotentes indiferenciadas por lo que la 
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inhibición de la expresión de este gen induce la diferenciación del gonocito a 

espermatogonia (Honecker et al., 2004; Vigueras et al., 2015). Esta proteína se ha 

detectado en GCNIS, seminoma, carcinoma embrionario con excepción del tipo no 

seminoma con células diferenciadas (De Jong et al, 2005). La fosfatasa alcalina 

(PLAP) es una proteína expresada en células germinales primordiales, gonocitos y en 

células seminomatosas y es el marcador inmunohistoquímico más utilizado en la 

clínica para detectar neoplasias testiculares (Hoei et al., 2005; Thorup et al., 2013). 

Mientras que la proteína KIT participa en la supervivencia, proliferación y migración de 

las células germinales primordiales y su expresión disminuye cuando la célula se 

diferencia a espermatogonia, también se encuentra relacionada con la patogénesis del 

TGCT (Rajpert et al., 2006). 

Una mayor abundancia de estas proteínas se ha encontrado en pacientes con TGCT 

y en algunos pacientes con CO, por lo que se cree que los testículos no descendidos 

tienen un mayor riesgo de desarrollar el TGCT a pesar de haberse corregido el 

testículo quirúrgicamente (Vigueras et al., 2021). Facer et al., (2022) reportaron que 

pacientes con CO no corregida a la edad de 12 años pueden presentar túbulos 

seminíferos con diámetros disminuidos, un epitelio poco desarrollado y un número bajo 

de espermatogonias y a la edad de 16 años pueden presentar daño en el epitelio 

germinal, en los túbulos seminíferos y en el crecimiento de células germinales. Por lo 

que, el riesgo del TGCT en los pacientes con CO aumenta de acuerdo a la edad en 

que se realiza la orquidopexia, siendo la pubertad la de mayor riesgo (Tang et al., 

2018). A pesar de esto la relación molecular a fondo entre la CO y el TGCT aún se 

desconoce. 

En nuestros resultados inmunohistoquímicos se observó que el grupo control no 

presentó células inmuno-positivas y por el contrario casi todos los pacientes del grupo 

de TGCT presentaron células inmuno-positivas con excepción de tres pacientes 

posiblemente debido a que tenían TGCT del tipo teratoma maduro con células 

diferenciadas, estos resultados era lo esperado en ambos grupos y fue similar a lo que 

ha sido reportado por Honecker et al., (2004); Cheng et al., (2007) y Steiner et al., 
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(2010). En el caso del grupo de CO, solo el 16,7% (2/12) presentaron células inmuno-

positivas, concretamente para el paciente CO 5 (paciente de 1 año y 8 meses de edad) 

y para CO 6 (paciente de 15 años de edad). 

Debido a estos resultados, se realizó la distinción entre los pacientes con CO que 

presentaron positividad para las proteínas evaluadas (CO+) de los que no presentaron 

positividad (CO-). Se ha reportado que algunos pacientes con CO además de expresar 

marcadores como POU5F1, PLAP y KIT, también expresan otros marcadores 

asociados al desarrollo del GCNIS como SALL4, AP2γ, estos han sido analizadas por 

varios autores como Clasen-Linde et al., (2015), Vigueras et al., (2015) y Kvist et al., 

(2018), encontrando un aumento en la expresión de estas en algunos pacientes con 

CO. 

Diversos autores argumentan que el aumento en la expresión de estas proteínas no 

garantiza el desarrollo del TGCT. Por lo que decidimos analizar miRNAs que han sido 

evaluados como biomarcadores del TGCT como el clúster hsa-miR-371-373 y miR-

367. Se ha reportado que el grupo hsa-miR-371-373 participa en la regulación de la 

proliferación, diferenciación y mantenimiento de células troncales a través de la vía 

Wnt y se sugiere que esta vía podría estar implicada en la etiología subyacente de la 

CO (Harisis et al., 2013; Vilela-Salgueiro, et al., 2018; Elamo et al, 2022). 

8.3 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DEL CLÚSTER hsa-miR-371-373 Y DEL hsa-miR-

367 

Independientemente del control endógeno utilizado en la determinación de la 

expresión relativa (RNU44 y RNU6B), se presentó un comportamiento consistente 

entre ambos casos, como se muestra en la Figura 12. 

En cuanto a lo observado en el grupo de TGCT, el clúster hsa-miR-371-373 y el hsa-

miR-367 se sobre expresaron significativamente en comparación con los grupos 

Control y CO, como se muestra en la Figura 12A, B, C y D. Mientras que el grupo CO, 

presentó niveles de expresión similares al grupo Control para hsa-miR-371 y hsa-miR-

373, como se muestra en la Figura 12A y C. En el caso de hsa-miR-372, el grupo CO 
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presentó niveles de expresión significativamente más bajos en comparación con los 

del grupo control, como se muestra en la Figura 12B. Finalmente, para hsa-miR-367 

no hubo diferencias significativas en los niveles de expresión entre los grupos CO y 

Control. Aunque se observó una tendencia a valores ligeramente superiores en el 

grupo CO en comparación con el grupo control siendo ligeramente similar a lo 

observado en el grupo TGCT, como se muestra en la Figura 12D. Sin embargo, cuando 

se dividió el grupo CO en no inmuno-positivos (CO-) e inmuno-positivos (CO+) para 

POU5F1, PLAP y KIT, este último subgrupo mostró niveles de expresión ligeramente 

superiores para el clúster hsa-miR-371-373 y del miR-367, similar a lo observado en 

el grupo TGCT como se muestra en la Figura 13A, B, C y D. 

Adicionalmente, se comparó la expresión relativa de estos microRNAs en función del 

diagnóstico del TGCT y la lateralidad de la CO, sin encontrar diferencias significativas, 

como se muestra en la Figura 14. 
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Figura 12. Expresión relativa del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367. A) Expresión relativa del 
hsa-miR-371. Se observaron valores de p similares entre los grupos al normalizar los datos con RNU6B 
y RNU44 (CO vs Control; p=ns, CO vs TGCT; p<0.000 y Control vs TGCT; p<0.000). B) Expresión 
relativa del hsa-miR-372. Para el caso de la normalización con RNU6B se observaron las siguientes 
diferencias: CO vs Control; p=0.05, CO vs TGCT; p<0.000 y Control vs. TGCT; p<0.000. Mientras que 
para la normalización con RNU44 se observaron las siguientes diferencias: CO vs control; p=0.01, CO 
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vs TGCT; p<0.000 y Control vs TGCT; p<0.000. C) Expresión relativa del hsa-miR-373. Se observaron 
valores de p similares entre los grupos al normalizar los datos con RNU6B y RNU44 (CO vs Control; 
p=1.0, CO vs TGCT; p<0.000 y Control vs TGCT, p<0.000). D) Expresión relativa del hsa-miR-367. Para 
el caso de la normalización con RNU6B se observaron las siguientes diferencias: CO vs Control; p=0.08, 
CO vs TGCT; p<0.000 y Control vs TGCT; p=0.003. Mientras que para la normalización con RNU44 se 
observaron las siguientes diferencias: CO vs Control; p=0.13, CO vs TGCT; p<0.000 y Control vs TGCT; 
p<0.000.  
CO; criptorquidia, TGCT; tumor testicular de células germinales, ns; no significativo, *; p<0.05, ***; 
p<0.001. 

 

Figure 13. Comparación de la expresión relativa del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367 entre 
pacientes con CO+ y CO-. A, B, C y D) muestran como los pacientes con CO+ presentan niveles de 
expresión relativa aumentados, similar a lo observado en los pacientes con TGCT (indicados dentro del 
recuadro color rojo). Mientras que, los pacientes con CO- presentan niveles de expresión relativa 
similares al grupo Control o incluso, inferiores. 
CO-; criptorquidia no inmuno-positiva para POU5F1, PLAP y KIT, CO+; criptorquidia inmuno-positiva 
para POU5F1, PLAP y KIT, TGCT; tumor testicular de células germinales. 
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Figura 14. Gráficos de expresión relativa en función de algunas características clínicas. (A) 
Comparación de la expresión relativa del clúster hsa-miR-371-373, hsa-miR-367 y de los transcritos de 
los genes LATS2, PTEN e IGF1R entre nsTGCT y sTGCT. (B) Comparación de la expresión del clúster 
hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367 entre CO unilateral y CO bilateral. (C) Comparación de la expresión 
de los transcritos de los genes LATS2, PTEN e IGF1R entre CO unilateral y CO bilateral. CO; 
criptorquidia, nsTGCT; tumor testicular de células germinales no seminomatoso, sTGCT; tumor 
testicular de células germinales seminomatoso, ns; no significativo. 

Nuestros resultados mostraron la sobreexpresión del clúster hsa-miR-371-373 y del 

hsa-miR-367 en muestras de TGCT y niveles bajos de expresión de estos en los 

individuos control (Figura 12), de manera similar a lo reportado por otros autores, en 

donde incluso demuestran la sobreexpresión de estos tanto en muestras de tejido 

testicular y suero sanguíneo de pacientes con TGCT, mientras que en individuos 

control o en tejido adyacente sano, se reportan niveles bajos (Palmer et al., 2010; 

Murray et al., 2011; Bing, Master et al., 2012; Dieckman et al., 2012). Cabe resaltar 

que, en nuestro caso todos los pacientes con TGCT presentaron antecedentes de CO 

en edad pediátrica, sin embargo, este antecedente no aumentó o disminuyó los niveles 

de expresión relativa de los miRNAs respecto a los valores reportados por otros 

autores. 

En el caso de los pacientes con CO, estos presentaron niveles de expresión del hsa-

miR-371 y el hsa-miR-373 similar al grupo control mostrando diferencias significativas 

únicamente con el grupo TGCT (Figura 12A y C). El hsa-miR-371 es considerado el 

miRNA más sensible y específico para la detección del TGCT (Dieckmann et al., 2016; 

van Agthoven & Looijenga, 2016) y con una mejor precisión diagnóstica en recaídas 
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en comparación del resto de los miRNAs de estudio (Looijenga et al., 2007; Dieckmann 

et al., 2016; Myklebust et al., 2019; Terbuch et al., 2018). El hsa-miR-371 además de 

sobre expresarse en el TGCT, también se ha encontrado sobreexpresado en otros 

tipos de cáncer como el hepatocarcinoma celular y cáncer gástrico (Guo et al., 2019; 

Wang et al., 2019). Además, ha sido estudiado como biomarcador de infertilidad y se 

ha descrito que se subexpresa en pacientes con azoospermia no obstructiva (Radke 

et al., 2019). 

Respecto a hsa-miR-373, se ha reportado su sobreexpresión durante el desarrollo 

embrionario y en células indiferenciadas (Kent & Mendell, 2006; Das et al., 2019). Se 

ha encontrado sobreexpresado en otros tipos de cáncer como hepatocarcinoma, 

mama, gástrico y tiroides, por el contrario, se encuentra subexpresado en cáncer de 

colon, páncreas, pulmón, próstata y ovario (Wei et al., 2015). 

En el caso de hsa-miR-372, los pacientes con CO presentaron una expresión 

significativamente menor que la mostrada en el grupo TGCT y con el grupo control 

(Figura 12B). Los niveles de expresión relativa se comportaron de manera contraria a 

lo esperado para pacientes con CO, condición de riesgo para el desarrollo de TGCT. 

Como se mencionó anteriormente, hsa-miR-373 comparte funciones con hsa-miR-372 

a nivel testicular, expresándose en células troncales embrionarias y regulando la 

capacidad pluripotente en las células troncales (Bing et al., 2012). Por el contrario, un 

estudio realizado por Wu et al., (2015), en pacientes con hepatocarcinoma, mostró 

subexpresión de hsa-miR-372 respecto a los individuos control, asociándose con el 

desarrollo de metástasis y mal pronóstico, estos resultados llevaron a la sugerencia de 

que este fenómeno podría deberse a una hipermetilación aberrante en el promotor del 

hsa-miR-372, situación que no podemos descartar en nuestros pacientes con CO. 

También se ha encontrado subexpresado al igual que hsa-miR-371 en el plasma 

seminal de individuos fértiles (Pelloni et al., 2017). 

Finalmente, el hsa-miR-367 estuvo presente en pacientes con CO con expresión 

intermedia entre los grupos TGCT y control (Figura 12D). Se observó una sobre 
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expresión significativa en el TGCT y en pacientes con CO se mostró un 

comportamiento ligeramente elevado respecto al encontrado en el grupo control; 

aunque esta diferencia no fue significativa. El hsa-miR-367 forma parte de un clúster 

que incluye al hsa-miR-302, y participa en procesos biológicos como la proliferación, 

diferenciación y mantenimiento de la pluripotencia de las células troncales 

embrionarias (Guo et al., 2019), en la regulación del ciclo celular, el proceso de 

invasión tumoral, migración celular y en la supresión de la respuesta inflamatoria en 

células cancerosas (Gao et al., 2015). Muchos autores han informado altos niveles de 

expresión del hsa-miR-367 en TGCT (Das et al., 2019, van Agthoven & Looijenga, 

2016; Murray et al., 2016). 

Al analizar la expresión del clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-367 en los 

pacientes con CO en función a la positividad de los anticuerpos POU5F, PLAP y KIT, 

se observó que los pacientes CO+ presentaron niveles de expresión más elevados 

que los pacientes CO- y del grupo Control, con una tendencia similar hacia los niveles 

de expresión de los pacientes con TGCT (Figura 13). Lobo et al., (2019), evaluaron la 

expresión del hsa-miR-371 en pacientes con sTGCT, nsTGCT y en pacientes con 

GCNIS únicamente. Para el caso de los pacientes con sTGCT y nsTGCT estos 

presentaron valores de expresión similares a lo descrito por nosotros para el grupo 

TGCT, mientras que, los pacientes con GCNIS mostraron valores de expresión relativa 

intermedios entre los pacientes con TGCT y los individuos control, similar a lo que 

identificamos para los pacientes CO+. Debemos resaltar que, la GCNIS es una lesión 

precursora al TGCT y esto puede explicar el aumento modesto de la expresión del 

hsa-miR-371 a niveles intermedios, niveles que no se comparan con los descritos para 

pacientes con TGC, similar a lo que observamos en nuestro estudio para los pacientes 

CO+, quienes propiamente no han desarrollado la GCNIS, ni mucho menos la 

neoplasia testicular, remarcando la utilidad de determinar los niveles de expresión en 

estadios previos al TGCT. 

A su vez, Tang et al., (2018) determinaron los niveles de expresión relativa del clúster 

hsa-miR-371-373 en pacientes con CO, identificando la subexpresión de este clúster, 
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similar a lo que identificamos en los pacientes con CO-. Debemos señalar que una de 

las limitantes de ese estudio es que únicamente se evaluaron 3 pacientes con CO y 

con los antecedentes reportados en la literatura, se estima que sólo una proporción 

discreta de los pacientes con CO desarrollen el TGCT en edad adulta (Tang et al., 

2018), lo que se confirma con nuestros resultados, en donde únicamente 2/12 

pacientes con CO fueron positivos para POU5F1, PLAP y KIT y, además, sobre 

expresaron los cuatro miRNAs. 

Finalmente, se ha reportado que tanto en el TGCT como en gonocitos, el clúster hsa-

miR-302/367 es regulado por factores de transcripción como NANOG, POU5F1 y SOX, 

los cuales participan en el mantenimiento de la pluripotencia y en la regulación del ciclo 

celular (Chen et al., 2015), lo que apoya nuestros resultados, en donde observamos 

que el aumento de la expresión de los miRNAs, está acompañado del aumento en la 

expresión de algunos factores de transcripción como POU5F1. 

8.4 SELECCIÓN DE GENES BLANCO CANDIDATOS 

De la lista de genes candidatos a ser regulados por los miRNAs de este estudio, fueron 

obtenidos a través de la revisión de la literatura, se seleccionó a los transcritos de los 

genes LATS2, PTEN e IGF1R debido a que presentaron una secuencia 

complementaria a la región semilla para al menos uno de los microRNAs evaluados 

en este estudio en la región 3'UTR. 

Para el caso de LATS2, este es un blanco validado de hsa-miR-372 y hsa-miR-373 en 

el TGCT, mientras que PTEN es un blanco validado de hsa-miR-367 en melanoma 

cutáneo, mientras que IGF1R es un posible gen blanco regulado por hsa-miR-372-373 

y hsa-miR-367 como se muestra en la Figura15. 

Finalmente, se confirmó que estos transcritos se expresan diferencialmente entre el 

TGCT y tejido sano. Así como, entre el sTGCT y el nsTGCT y entre los diversos 

estadios clínicos de la neoplasia testicular, como se muestra en la Figura 16. 
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Figura 15. Sitios de unión en el 3´UTR de LATS2, PTEN e IGF1R para el clúster hsa-miR-371-373 y 
para el hsa-miR-367. 

 

Figura 16. Expresión de los transcritos de los genes LATS2, PTEN e IGF1R en diferentes condiciones 
clínico-patológicas de TGCT. La figura muestra A) la comparación de los niveles de expresión del 
transcrito del gen LATS2 entre tejido tumoral vs tejido sano; así como, B) entre la clasificación y C) los 
diferentes estadios clínicos de TGCT. A su vez, se muestra D) la comparación de los niveles de 
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expresión del transcrito del gen PTEN entre tejido tumoral vs tejido sano; así como, E) entre la 
clasificación y F) los diferentes estadios clínicos de TGCT. Finalmente, se muestra G) la comparación 
de los niveles de expresión del transcrito del gen IGF1R entre tejido tumoral vs tejido sano; así como, 
H) entre la clasificación y I) los diferentes estadios clínicos de TGCT. 

 

8.5 EXPRESIÓN RELATIVA DE LOS TRANSCRITOS LATS2, PTEN e IGF1R 

El grupo de TGCT presentó niveles bajos de expresión para los tres genes en 

comparación con el grupo Control, solo se observaron diferencias significativas para 

LATS2 y no para PTEN e IGF1R, como se muestra en las Figuras 17A, C y E. Para el 

grupo CO, presentaron diferencias significativas de expresión relativa con respecto al 

grupo Control sólo para LATS2, similar a lo observado en el grupo de TGCT, como se 

muestra en la Figura 17A. Mientras que para PTEN e IGF1R, el grupo con CO presentó 

valores de expresión elevados, encontrando diferencias significativas cuando estos 

fueron comparados con el grupo de TGCT, como se muestra en las Figuras 17C y E. 

Sin embargo, cuando el grupo CO se subdividió en CO- y CO+, este último subgrupo 

mostró una disminución en los niveles de expresión de LATS2 e IGF1R, similar a la 

observada en el grupo TGCT, como se muestra en las figuras 17B y F. 
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Figura 17. Expresión relativa de LATS2, PTEN e IGF1R. La figura muestra A) la comparación de la 
expresión relativa del transcrito del gen LATS2 en donde se observan las siguientes diferencias (CO vs 
Control p=0.047, Control vs TGCT p<0.000 y CO vs TGCT p=ns). Así como, B) la comparación 
correspondiente entre los subgrupos CO- y CO+ en donde se muestra como los pacientes con CO+ 
presentan niveles de expresión relativa disminuidos, similar a lo observado en los pacientes con TGCT 
(indicados dentro del recuadro color rojo). C) La comparación de la expresión relativa del transcrito del 
gen PTEN en donde se observan las siguientes diferencias (CO vs Control p=ns, Control vs TGCT 
p=0.115 y CO vs TGCT p=0.038). Así como, D) la comparación correspondiente entre los subgrupos 
CO- y CO+. Finalmente, E) la comparación de la expresión relativa del transcrito del gen IGF1R en 
donde se observan las siguientes diferencias (CO vs Control p=0.074, CO vs TGCT p<0.000 y Control 
vs TGCT p=ns). Así como, F) la comparación su correspondiente entre los subgrupos CO- y CO+ en 
donde se muestra como los pacientes con CO+ presentan niveles de expresión relativa disminuidos, 
similar a lo observado en los pacientes con TGCT (indicados dentro del recuadro color rojo). 

A partir de los valores de expresión relativa obtenidos, se obtuvo el correspondiente 

mapa de calor en donde se observa las similitudes encontradas entre los grupos TGCT 

y CO+, como se muestra en la Figura 18. Lo cual se evidencia cuando se obtiene el 

promedio de los niveles de expresión de cada uno de los grupos, como se muestra en 

la Tabla 5. 
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Figura 18. Comparación global de los niveles de expresión relativa entre los grupos de estudio. Se 
muestra un mapa de calor en el que se comparan los valores de ∆Ct de cada uno de los individuos 
incluidos. En rojo se muestran los genes sobre expresados y en verde los genes sub-expresados. La 
escala se muestra en el lateral del mapa de calor. 
 

Tabla 5. Comparación de los valores de Fold Change entre los grupos de estudio. 

GRUPO hsa-miR-371 hsa-miR-372 hsa-miR-373 hsa-miR-367 LATS2 PTEN IGF1R 

TGCT −9.36 −9.13 −8.31 −12.58 4.54 2.89 2.15 

CO+ −3.74 −1.34 −3.02 −3.55 6.54 −0.91 2.16 

CO− 0.75 3.34 1.37 −2.18 3.33 0.25 −3.04 

CONTROL 1 1 1 1 1 1 1 

 

Para los resultados de expresión relativa de los transcritos evaluados, se encontraron 

niveles de expresión bajos para LATS2 y PTEN en el grupo TGCT respecto al grupo 

control (Figura 17A y B), similar a lo reportado por otros autores (Duale et al., 2007; 

Yang et al., 2016; Selfe & Shipley, 2019). Mientras que para IGF1R se observaron 

niveles de expresión relativa similares al grupo control (Figura 17E) (Neuvians et al., 

2005). En relación al grupo CO, LATS2 mostró niveles de expresión similares al grupo 

TGCT e inferiores al grupo control. Sin embargo, a la fecha no existen reportes de 
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expresión de este transcrito en pacientes con CO, ni en ningún otro padecimiento 

urogenital. La sobreexpresión de LATS2 inhibe la transición celular de la fase G1 a la 

fase S al reducir la abundancia de proteínas involucradas en la fase G1, como la ciclina 

D1, CDK4 y CDK6 (Guo et al., 2019; McPherson et al., 2004). Por el contrario, la 

disminución de la proteína LATS2 por inhibición de hsa-miR-372 y del hsa-miR-373 en 

pacientes con TGCT promueve el crecimiento tumoral al inhibir a CDK2, generando 

una proliferación continua en presencia de activación de RAS, lo que promueve la 

progresión tumoral (Voorhoeve et al., 2006; Aylón, et al, 2009). 

En cuanto a PTEN e IGF1R, encontramos niveles de expresión elevados en el grupo 

CO, superiores a los observados en los grupos TGCT y control, similar a lo descrito en 

el cáncer de próstata y colorrectal (Carver et al, 2011; Li et al., 2018). 

PTEN es uno de los genes blanco del hsa-miR-367 y del hsa-miR-371. El transcrito 

del gen PTEN se expresa en células germinales y frecuentemente está mutado en 

múltiples tipos de cáncer, presentándose a niveles bajos de expresión tanto en sTGCT 

como en EC, y en el caso de la GCNIS se encuentra a niveles altos. Por otro lado, 

niveles bajos de expresión de este se asocian con la sobreexpresión de p53 y p21, en 

la reparación del daño al DNA, en el mantenimiento de la integridad genómica y se 

relaciona con la progresión tumoral (Wang et al., 2019; Wang & Luo, 2019; Shin et al., 

2021). Además, PTEN participa en la inhibición de la transformación oncogénica 

regulada por Wnt/β-catenina (Yu et al., 2017). PTEN también regula negativamente la 

vía PI3K/AKT relacionada con la supervivencia, proliferación y migración celular, 

promoviendo la transformación y progresión maligna de las células cancerosas. 

(Chetram & Hinton, 2012; Andreassen et al., 2013; Di Vizio et al., 2005). Se ha 

reportado que la vía de señalización PI3K-AKT-mTOR es necesaria para el 

mantenimiento de las células troncales espermatogoniales (Jia et al., 2021) y podría 

ser crucial para el desarrollo de la CO. 

La expresión de IGF1R, se ha reportado tanto en tejido testicular sano como en 

sTGCT, sin presentar diferencias significativas en la expresión relativa entre ambos. 



67 

Sin embargo, se ha reportado la sobre expresión de este en el nsTGCT, donde IGF1R 

a través de la vía PI3K regula los efectos de la FSH (hormona folículo estimulante) y 

promueve la proliferación e invasión en tumores sTGCT (Wang et al., 2016; Cannarella 

et al., 2018; Neuvians et al., 2005). Asimismo, se ha reportado que IGF1R está 

sobreexpresado en cáncer de mama, participando en la transformación de las células 

mamarias y en el cáncer de próstata donde participa aumentando la proliferación 

celular y la invasión (Tamimi et al., 2011; Heidegger, 2014). Este gen también tiene un 

papel en el desarrollo del músculo cremáster, en el descenso testicular, en el desarrollo 

adrenogenital y en la maduración de los testículos, así como, en la proliferación celular, 

supervivencia, diferenciación de células de Sertoli y células germinales (Cannarella et 

al., 2018). 

 

8.6 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

Finalmente, del análisis bioinformático realizado a partir de microarreglos de expresión. 

Se visualizaron 12,858 transcritos diferencialmente expresados (DET) en TGCT, de 

los cuales 7,166 transcritos se encontraron sobre expresados y 5,692 transcritos sub-

expresados, como se muestra en la Figura 19. 
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Figura 19. Gráfico de volcán que muestra los transcritos diferencialmente expresados 

en el TGCT. Los puntos rojos muestran los transcritos sobre expresados mientras que los 

puntos verdes muestran los transcritos sub-expresados. 

 

Posteriormente, del perfil de 5,692 transcritos subexpresados, se determinó el top 10 

de los principales procesos biológicos, componentes celulares, vías KEGG y funciones 

moleculares, como se muestra en las Figura 20A, B, C y D respectivamente. 
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Figura 20. Análisis ontológico del perfil de transcritos subexpresado en TGCT. 

 

De este mismo perfil de transcrito subexpresados, se identificaron 143 posibles 

transcritos blanco, posiblemente regulados en común por el clúster hsa-miR-371-373 

y por el hsa-miR-367, como se muestra en la Figura 21. 

Finalmente, de estos 143 transcritos se confirmó que ARID4B, GALNT3 y KPNA6 se 

encontraban subexpresados en el TGCT. Y a su vez, se identificaron los patrones de 

expresión de estos entre el sTGCT y el nsTGCT y entre los diversos estadios clínicos 

de la neoplasia testicular, como se muestra en la Figura 22. 
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Figura 21. Red de interacción entre los miRNAs analizados y sus posibles transcritos blanco. En los 
diamantes rojos se encuentran representados el clúster hsa-miR-371-373 y el hsa-miR-367 y dentro de 
los cuadros verdes, se encuentran representados los 143 transcritos blanco. 

 
Figura 22. Expresión de ARID4B, GALNT3 y KPNA6 en diferentes condiciones clínico-patológicas de 
TGCT. Expresión de ARID4B entre A) tejido tumoral vs tejido sano y B) sTGCT y nsTGCT. Expresión 
de GALNT3 entre C) tejido tumoral vs tejido sano y D) sTGCT y nsTGCT. Expresión de KPNA6 entre 
E) tejido tumoral vs tejido sano y F) sTGCT y nsTGCT. 
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A partir del análisis bioinformático se seleccionaron los transcritos de los genes 

ARID4B, GALNT3 y KPNA6, los cuales fueron elegidos por su participación en 

funciones testiculares con la intención de en el futuro realizar la validación funcional 

de estos en un modelo celular. ARID4B se encuentra expresado en células germinales 

y participa en la formación de la barrera hemato-testicular y actúa como un coactivador 

del receptor de andrógenos para la correcta función de las células de Sertoli en la 

espermatogénesis (Wu et al., 2013; Wu et al., 2015). GALNT3 se encuentra 

sobreexpresado en células germinales en condiciones normales y se ha reportado que 

mutaciones en este gen se relacionan con la microlitiasis testicular, patología que 

cuando se encuentra asociada con la infertilidad, hipospadias o la CO, puede ser un 

factor de riesgo para el desarrollo del TGCT (Campagnoli et al, 2006; Miyasaki et al., 

2012) y KPNA6 que se expresa en las células de Sertoli regulando la 

espermatogénesis y su inhibición afecta a la espermatogénesis causando infertilidad 

(Liu et al., 2021). 

La CO es la anomalía genitourinaria más frecuente varones recién nacidos, los cuales 

muestran un riesgo mayor de desarrollar TGCT respecto a la población general 

(Komarowska et al., 2015; Rodprasert et al., 2020). Aunque la relación entre ambas 

patologías está clínicamente establecida, no se ha encontrado ningún factor genético 

que establezca los mecanismos por los cuales los pacientes con CO desarrollan TGCT 

en la edad adulta (Komarowska et al., 2015; Gurney et al., 2017; Loebenstein et al., 

2019; Lo et al., 2020). Actualmente, el clúster hsa-miR-371-373 y el hsa-miR-367 se 

han relacionado ampliamente con el desarrollo del TGCT. Normalmente, se expresan 

en células troncales embrionarias y comparten funciones biológicas, así como, algunos 

blancos moleculares (Myklebust et al., 2019). Debido a la expresión elevada de 

manera conjunta de estos miRNAs en el TGCT, se han caracterizado como 

marcadores específicos de esta neoplasia, (Anheuser et al., 2017; Dieckmann et al., 

2012). 

Este estudio preliminar, es el primero que describe cómo 2 pacientes con CO con 

células inmuno-positivos para POU5F1, PLAP y KIT sobre expresan el clúster hsa-
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miR-371-373 y el hsa-miR-367 y a su vez, muestran una disminución en la expresión 

de LATS2 e IGF1R de manera similar a lo observado en pacientes con TGCT. 

Debemos mencionar que algunas de las limitaciones del presente trabajo se centran 

en la dificultad para obtener tejido testicular de pacientes con CO, ya que la toma de 

biopsia testicular no se realiza de manera rutinaria, ya que clínicamente no se 

encuentra indicada para el diágnostico y tratamiento de estos pacientes y su 

implementación no aporta algún beneficio al paciente. Razón por la cual, muy pocos 

estudios realizan este abordaje. En nuestro caso, el acceso a estas muestras de 

archivo fue limitada, lo que impactó en la realización de otros estudios moleculares, 

como la validación de la expresión de ARID4B, GALNT3 y KPNA6. Otra limitación a 

considerar derivada de la cantidad de las muestras de archivo con las que contamos, 

fue el poder determinar la expresión in situ de los microRNAs directamente en los 

gonocitos mediante microdisección. 

Debemos de tener en cuenta que no todos los pacientes con CO desarrollan el TGCT 

en edad adulta. Por lo que, los resultados de expresión del clúster hsa-miR-371-373 y 

del hsa-miR-367 deben ser interpretados de manera individual, contemplando las 

particularidades de cada paciente con CO. Teniendo en cuenta que la cantidad de 

células que posiblemente expresan estos miRNAs es menor en el testículo con CO en 

comparación con el TGCT. 

Debido a la naturaleza preliminar de este trabajo, debemos mencionar que un futuro 

sería importante replicar este análisis en una cohorte de muestras más amplia. 

Además, de evaluar los blancos moleculares propuestos en este trabajo en un modelo 

celular, lo que podría ser de gran ayuda en la práctica clínica en un futuro, para poder 

distinguir a los pacientes con CO que tengan un mayor riesgo de desarrollar TGCT en 

la edad adulta, así como, contribuir en el conocimiento de la etiología de ambos 

padecimientos a nivel molecular. 
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9. CONCLUSIÓN 

Hasta el momento este trabajo es el primer reporte que muestra el 16% de los 

pacientes con CO expresan a niveles altos el clúster hsa-miR-371-373 y del hsa-miR-

367 de manera similar a los pacientes con TGCT.  
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