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Resumen

La presente tesis aporta nuevos conocimientos a la etiopatogénesis del tumor testicular de células
germinales (TTCG) a traves de la descripcion de nuevos factores de riesgo. EI TTCG es la neoplasia
mas frecuente en hombres con una edad comprendida entre los 15-40 afios. La etiologia de esta
neoplasia es multifactorial y atribuible a un retraso en la diferenciacion de los gonocitos en pre-
espermatogonias durante el periodo fetal. EI TTCG es méas frecuente en varones con una
espermatogénesis alterada, lo que sugiere una posible etiopatogenia comdn. De hecho, la falta de
diferenciacion de los gonocitos puede dar lugar tanto a una espermatogénesis alterada como al
desarrollo del TTCG. ElI cromosoma Y contiene genes esenciales para una correcta
espermatogeénesis, localizados en las regiones del factor de azoospermia (AZF). La regién AZF mas
dindmica es la region AZFc que presenta en su interior sitios fragiles que conllevan a una mayor
predisposicion a reordenamientos (deleciones parciales, duplicaciones y deleciones seguidas de
duplicaciones). Las deleciones completas de la region AZFc causan una alteracion de la
espermatogénesis, variando desde la azoospermia a una oligozoospermia severa (una concentracion
de espermatozoides inferior a 5 millones de espermatozoides por mililitro), por el contrario las
deleciones parciales de esta region presentan una mayor variabilidad seminal incluso presentando
normozoospermia. Entre los reordenamientos parciales de la regién AZFc, la delecion mas relevante
desde el punto de vista clinico es la delecion gr/gr que predispone a la oligozoospermia. Se ha
estudiado un posible vinculo entre los reordenamientos genéticos de la region AZFc y un mayor
riesgo de TTCG. Un estudio multicéntrico relacioné la delecion gr/gr con un mayor riesgo de
desarrollar un TTCG, pero la falta de informacion sobre los pardmetros seminales de los pacientes
en este estudio no permitid clarificar si la asociacion observada estaba relacionada con la
espermatogénesis alterada o si era un factor de riesgo independiente. Ademas, ain queda por
establecer si otros tipos de deleciones y duplicaciones de la region AZFc presentan relacion con el
TTCG. La primera parte de esta tesis se ha enfocado en el estudio de los reordenamientos parciales
de la region AZFc en el TTCG, definiendo la frecuencia de las: i) deleciones completas de la region

AZFc, ii) deleciones parciales de la regién AZFc, iii) duplicaciones parciales de la region AZFc y



iv) alteraciones de la dosis del gen DAZ (situado en la region AZFc y especificamente expresado a
nivel testicular) y proporcionando una caracterizacion molecular y fenotipica de los portadores de
estos reordenamientos cromosdmicos. Se ha analizado 497 pacientes con TTCG y 2030 controles sin
TTCG. Ningun paciente con TTCG presento deleciones completas de la region AZF. Un 3.8% de los
pacientes con TTCG presentaba algun tipo de delecién parcial de la region AZFc respecto al 2.5%
del grupo control (p= 0.078). La delecion parcial mas frecuente fue la delecién gr/gr (2.8% en
pacientes con TTCG y 2.0% en controles), mientras que los otros tipos de deleciones parciales de la
region AZFc (b2/b3, b1/b3, y deleciones atipicas) resultaron ser muy raras (1.0% en pacientes con
TTCG y 0.5% en controles). Al realizar las comparaciones segun el fenotipo seminal, el mayor riesgo
de TTCG se observo en pacientes normozoospermicos portadores de deleciones parciales de la region
AZFc (TTCG normozoospermicos versus controles normozoospermicos; OR= 4.1, 95%Cl: 1.8-9.3,
p=0.001). Las duplicaciones parciales de la region AZFc se observaron en un 4.6% de los pacientes
con TTCG y en un 3.7% del grupo control (p=0.232). El andlisis de la dosis génica del DAZ, mostro
que las alteraciones en la dosis del gen DAZ confieren un mayor riesgo de TTCG (OR = 1.8, 95%CI:

1.2-2.7; p= 0.004).

Estos resultados confirman que un déficit del contenido génico de la region AZFc juega un papel
importante en la etiopatogénesis del TTCG. En particular, la delecion gr/gr es la de mayor
importancia, confiriendo un riesgo significativo para el desarrollo del TTCG independientemente de

los parametros seminales.

Se hipotetiza que también los factores ambientales estan involucrados en la etiopatogénesis del
TTCG, si interfieren principalmente en un periodo especifico del desarrollo testicular. El desarrollo
genital masculino tiene lugar entre la 8-18 semana de gestacion, en el denominado “masculinization
programming window” (MPW), siendo este el periodo donde se produce la maduracion de gonocitos
a pre-espermatogonia. La accion de los andrégenos durante el MPW es fundamental para un correcto
desarrollo del sistema urogenital masculino. Un desequilibrio hormonal en este periodo compromete

la correcta funcidn de las células fetales de Sertoli y Leydig. Este desequilibrio hormonal es el origen



del sindrome de disgenesia testicular (SDT) que incluye el TTCG, la criptorquidia, la hipospadias,
una alterada espermatogénesis y una corta distancia anogenital (DAG). La accién de los androgenos
esta determinada por el correcto funcionamiento del receptor androgénico (AR), que esta codificado
por el gen AR. El gen AR contiene dos segmentos polimdrficos de trinucle6tidos repetidos, CAG y
GCN. Ha sido demostrado que el nimero de repeticiones de trinucleétidos, especialmente el (CAG)n,

puede afectar a la actividad transcripcional del receptor androgénico.

La distancia anogenital es considerada un biomarcador de la accion de los andrégenos durante el
MPW. En roedores, existe una asociacion entre la disrupcion androgénica fetal y una DAG maés corta.
En humanos, una DAG maés corta ha sido relacionada con un desarrollo anormal de los genitales
masculinos (criptorquidia, hipospadias) y con una alterada espermatogénesis. Mientras que,

actualmente, no existe informacién sobre un posible vinculo entre una DAG cortay el TTCG.

La segunda parte de esta tesis valora la asociacion entre la DAG (biomarcador de la accion
androgénica durante la vida fetal) y el TTCG. Ademas, se evalud el papel del polimorfismo CAG del
gen AR en el desarrollo del TTCG y en relacion a la DAG. Para ello se analizaron a 156 pacientes
con TTCG y 110 controles normozoospérmicos sin TTCG, a los que se les midi¢ la distancia
anopeneana (DAGap) y la distancia anoescrotal (DAGas), ademas, se les realiz6 un analisis
molecular para determinar el nimero de repeticiones CAG en el exén 1 del gen AR. Se observo una
DAGap y una DAGas significativamente mas corta en los pacientes con TTCG respecto al grupo
control (p<0.001). Mediante un andlisis de la curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) se
definieron unos punto de corte tanto para la DAGap (130mm) como para la DAGas (53mm) que
indican un mayor riesgo de desarrollar un TTCG en aquellos individuos que se encuentren por debajo
de estos valores (OR= 4.97, 95%ClI: 2.01-12.33, p=0.001 y OR= 4.11, 95%ClI: 1.89-8.92, p<0.001,
respectivamente). Respecto al polimorfismo CAG, no se encontraron diferencias significativas entre
los valores medianos del nimero de tripletes entre pacientes y controles, igualmente no se encontrd

ninguna relacion entre el polimorfismo CAG vy la longitud en la DAG.



En conclusion, los datos revelan que los pacientes con una DAG mas corta presentan un mayor riesgo
de desarrollar un TTCG, apoyando la teoria sobre la influencia del desequilibrio androgénico durante
el desarrollo fetal en la etiopatogenia del TTCG. Los puntos de corte obtenidos mediante la curva
ROC para las DAGs son Utiles en el screening del TTCG en nuestro centro, por lo que individuos
con un DAG por debajo de estos puntos de corte podran beneficiarse de un seguimiento activo a

largo plazo.

La prevencion del TTCG se basa, principalmente, en el follow-up de pacientes que presentan algunos
factores de riesgo clinicos, tales como: historia de familiaridad para el TTCG, infertilidad, hipospadia
y criptorquidia. Esta tesis contribuye en la prevencién del TTCG con la identificacion de dos nuevos
factores de riesgo: uno genético y uno antropométrico. En base a estos resultados se propone la
evaluacion de estos nuevos factores de riesgos, junto a los ya conocidos, en la préctica clinica
habitual. La realizacién de un seguimiento a largo plazo en pacientes con un alto riesgo de desarrollar
un TTCG, permitiria la posibilidad de ofrecerles un potencial diagnostico precoz de la patologia
tumoral, ademas a los hijos varones y hermanos de los pacientes portadores de la delecidn gr/gr se

les podré ofrecer un adecuado consejo genético.



Summary

This thesis contributes to the understanding of the etiopathogenesis of testicular germ cell tumours
(TTCG) through the identification of novel risk factors. TTCG is the most common malignant
neoplasia in reproductive age. The aetiology of this tumour is multifactorial and it has been proposed
that it is due to a delay in the normal foetal differentiation of the gonocytes in pre-spermatogonia.
TTCG is more common in men with altered spermatogenesis, indicating the existence of a possible
common etiopathogenesis. In fact, the lack of differentiation of gonocytes can cause both an altered
spermatogenesis and the development of TTCG. The Y chromosome contains genes located in the
azoospermia factor regions (AZF) which are essential for spermatogenesis. The most dynamic AZF
region is the AZFc, which present a number of fragile sites leading to a higher predisposition to
rearrangements inside this region (partial deletions, duplications and deletions followed by
duplications). Complete deletions of the AZFc region cause an alteration in spermatogenesis, ranging
from azoospermia to severe oligozoospermia (sperm concentration of less than 5 million sperm per
ml), by contrast, the partial deletions of this region present a higly variable semen phenotype
including normozoospermia. Among the partial rearrangements of the AZFc region, the clinically
most relevant deletion is the gr/gr deletion that predisposes to oligozoospermia. Consequently, a
possible link between genetic rearrangements of the AZFc region and TTCG has been hypothesized.
A multicentre study demonstrated an association between the gr/gr deletion and an increased risk of
TTCG, but the lack of information on the seminal parameters of the patients in this study has not
allowed clarifying if the association is related to altered spermatogenesis or if it is an independent
risk factor. Furthermore, it remains to be established whether other type of partial deletions and

duplications of the AZFc region are associated to TTCG.

The first part of this thesis has been focused on the partial rearrangements of the AZFc region in
relationship with TTCG. For this purpose we defined the frequency of: i) complete AZF deletions,
ii) partial AZFc deletions, iii) partial duplications of AZFc and iv) alterations of DAZ gene dosage
(DAZ is located in the AZFc region and specifically expressed at the testicular level); providing a

molecular and phenotypic characterization of the carriers of these chromosomal rearrangements. We



evaluated 497 patients with TTCG and 2030 control subjects without TTCG. No patient with TTCG
manifested complete deletions of the AZF region. The frequency of all partial AZFc deletions carriers
was higher in our TTCG cohort than in the control group (3.8% versus 2.5%), although without
reaching statistical significance (p=0.078). The most frequent partial deletion was the gr/gr deletion
(2.8% in TTCG patients and 2.0% in controls), while the other types of partial deletions of the AZFc
region (b2/b3, b1/b3, and atypical deletions) was extremely rare (1.0% in TTCG patients and 0.5%
in controls). When making comparisons according to the semen phenotype, the highest risk of TTCG
was observed in normozoospermic patients carrying partial AZFc deletions (normozoospermic
TTCG versus normozoospermic controls; OR = 4.1, 95% CI: 1.8-9.3, p = 0.001). Partial AZFc
duplications were observed in 4.6% of TTCG patients and in 3.7% of controls (p=0.232). The DAZ
gene dose analysis showed that alterations in the DAZ gene dose confer an increased risk of TTCG

(OR = 1.8; 95% Cl = 1.2-2.7; p= 0.004).

These results confirm that a deficit in the gene content of the AZFc region plays an important role in
the etiopathogenesis of TTCG. In particular, the gr/gr deletion is the most important one, conferring
a significant risk for the development of TTCG regardless of the seminal parameters.
It has been postulated that also environmental factors are involved in the etiopathogenesis of TTCG,
especially if they interfere with a specific period of testicular development. Male genital development
takes place between 8-18 weeks of gestation, termed masculinization programming window (MPW),
when the maturation of gonocytes to pre-spermatogonia occurs. Hormonal unbalance during MPW
compromises the correct function of Sertoli and Leydig cells. This hormonal imbalance may lead to
the testicular dysgenesis syndrome (SDT), which includes TTCG, cryptorchidism, hypospadias,
altered spermatogenesis, and short anogenital distance (DAG). Androgen action is determined by the
correct functioning of the androgen receptor (AR), which is encoded by the AR gene. The AR gene
contains two polymorphic trinucleotide repeat segments, CAG and GCN. It has been shown that the
number of trinucleotide repeats, especially (CAG)n, can affect the transcriptional activity of the

androgen receptor.



The anogenital distance is considered a well-established and sensitive biomarker of androgens action
within MPW hence it is a biomarker of androgenic action during foetal life. In rodents, there is an
association between foetal androgen disruption and shorter DAG. In humans, a shorter DAG has
been associated with abnormal development of the male genitalia such as cryptorchidism and
hypospadias and with impaired spermatogenesis. Up to now, the potential link between short DAG

and TTCG has not been explored in the literature.

The second part of this thesis assesses the association between DAG and TTCG. In addition, the role
of (CAG)n polymorphism of the AR gene in relationship with DAG and TTCG development has
been also evaluated. For this purpose, 156 patients with TTCG and 110 normozoospermic fertile men
were evaluated. Anopenile distance (DAGap) and anoscrotal distance (DAGas) were measured.
Moreover a molecular analysis was carried out to determine the number of CAG repeats in exon 1
of AR gene. DAGap and DAGas resulted significantly shorter in the group of TGCT patients in
respect to controls (p<0.001). Threshold values were calculated for DAGs with the best sensibility
and specificity. Subjects with DAGap and DAGas below threshold (130 mm and 53 mm,
respectively) showed a significantly increased risk for TTCG (OR= 4.97, 95%Cl: 2.01-12.33,
p=0.001 y OR= 4.11, 95%CI: 1.89-8.92, p<0.001, respectively). Regarding the (CAG)n
polymorphism, no significant differences were found between the median values of the number of
triplets between patients and controls. Similarly, no relationship was found between this

polymorphism and the length in the DAG.

In conclusion, our data suggest that short anogenital distance confers a significant risk to develop
TTCG, supporting the hypothesis about the influence of androgen imbalance during foetal
development on the etiopathogenesis of TTCG. The threshold values of DAG are useful to select at
risk subjects for long-term active follow-up. Currently, preventive measures of TTCG are based on
the follow-up of patients who present some clinical risk factors, such as: family history of TTCG,
infertility, hypospadias and cryptorchidism. This thesis contributes to the prevention of TTCG with

the identification of two new risk factors: one genetic and one anthropometric. Based on these results,



we propose the evaluation of these new risk factors, together with those already known, in the routine
clinical practice. Long-term follow-up of patients at high risk for TTCG would allow a potential early
diagnosis of the tumour, in addition, a more appropriate genetic counselling can be offered to the

male children or brothers of gr/gr deletion carriers.



1. INTRODUCCION




1.1. TUMOR TESTICULAR

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

El tumor testicular de celulas germinales (TTCG) constituye entre el 1% y el 2% de todas las
neoplasias en el varén y el 5% de las neoplasias genitourinarias (1). EI TTCG es la neoplasia mas
frecuente en hombres con una edad comprendida entre los 15-40 afios, teniendo una frecuencia del
9.7% de entre todos los tumores malignos a nivel mundial en esa franja de edad (2). Segln datos
publicados recientemente por el Global Cancer Observatory se han diagnosticado 71.105 nuevos
casos de tumor testicular en todo el mundo durante el 2018, un 33% de los cuales han sido
diagnosticados en Europa. La tasa de incidencia estandarizada por edad del tumor testicular varia
segun la region geogréfica. La tasa mas alta se encuentra en Europa Oriental con un 9.7/100.000
habitantes (hab), seguido de Europa del Norte con 7.4/100.000 hab. Por el contrario las regiones
geograficas con menor incidencia se encuentran en Asia y Africa (0.78/100.000 hab. y 0.41/100.000
hab.) (3). En Espafa se diagnosticaron un total de 1302 nuevos casos de tumor testicular en 2019,
con una tasa ajustada a la poblacion estdndar mundial del 5.9/100.000 hab. (95%Cl: 5.4-6.5) (fuente:

Red Espafiola de Registros de Cancer).

Sin embargo, se pronostica un descenso en el diagndstico del tumor testicular para el 2035 en Espafia,
estimandose una tasa estandarizada por edad de 4/100.000 hab., por el contrario, en el resto de Europa
se estima un aumento en el diagndstico de nuevos casos de tumor testicular, sobre todo en paises que

histéricamente tenian un menor riesgo de tumor testicular (Islandia, Finlandia, Lituania, Malta) (4).

Como observamos, existe una gran variedad geografica en la incidencia del tumor testicular,
presentando una mayor incidencia en los paises desarrollados respecto aquellos en vias de desarrollo.
Esta observacion plantea la posibilidad que los tumores testiculares estén relacionados con el estilo

de vida, la raza y sobre todo por factores ambientales externos (5).
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Valorando el tipo histopatolégico de los tumores testiculares, los patrones de incidencia son similares

en la mayoria de los paises, siendo mas frecuente el seminoma (Sm) respecto al no seminoma (Nsm)

(6).

1.1.2. ALTERACION EN EL CORRECTO DESARROLLO TESTICULAR Y

ORIGEN DE LA NEOPLASIA DE CELULAS GERMINALES IN SITU.

Actualmente, no so claros los mecanismos por los cuales se origina la neoplasia de células
germinales. Segun la teoria méas aceptada, el punto clave en el desarrollo de la patologia tumoral es
el retraso en la diferenciacion de los gonocitos en pre-espermatogonias. Los gonocitos fetales
indiferenciados representan la lesién primaria pretumoral que permanecera latente durante la
infancia y que posteriormente al desarrollo puberal originard el TTCG (7). La lesion primaria
maligna pre-invasiva de las células germinales a nivel del tabulo seminifero, fué descrita por
primera vez en el 1972 por Skakkebaek (8). Esta lesion precancerosa se denomind carcinoma in
situ (CIS), por Skakkebaek en Europa, o neoplasia intratubular de células germinales no-clasificada
o también conocida con las siglas IGNU, en los Estados Unidos de América. Este uso de diferentes
nombres para indicar la misma lesion ha estado unificado, y en el 2016 la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) ha definido a esta lesion inicial con el término de Neoplasia de células germinales

in situ (GCNIS).

La hipdtesis de mal-diferenciacion de los gonocitos se basé inicialmente en la existencia de una
similitud del perfil de expresién de genes tales como c-KIT, OCT4, AP-2y, NANOG y LIN28
(7,9,10), de una atividad telomerésica (11) y del pattern de imprinting genémico (12) entre las células

que constituyen el GCNIS, el TTCG y los gonocitos fetales.

El desequilibrio en el microambiente celular puede conllevar a un efecto negativo sobre la funcién
de las células de Sertoli o las células de Leydig, con el consiguiente efecto negativo sobre la
produccion de andrégenos (7). La secrecion y la actividad hormonal pueden ser influenciadas de

forma negativa por una serie de factores ambientales cominmente llamados disruptores endocrinos.
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Hay una serie de estrudio que proponen los disruptores endocrinos ambientales como factores

importantes en la etiopatogenia del tumor testicular (13). Figura 1.
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Figura 1. Etiopatogénesis del TTCG derivado del GCNIS. (14)

El tumor testicular presenta un origen multifactorial y en su etiopatogénesis esta involucrada una
combinacion de factores (micro)ambientales y factores (epi)genéticos (se trataran en mayor detalle
en el apartado 1.1.5). Debido a que ambos factores contribuyen en el origen del tumor testicular,
actualmente se ha determinado la hipdtesis “genvironmental” como la explicacion mas plausible para

el desarrollo del tumor testicular (15).

1.1.3. FACTORES DE RIESGO DEL TUMOR TESTICULAR

Actualmente han sido descritos numerosos factores que pueden aumentar la susceptibilidad de
desarrollar un TTCG. A continuacion se enumeraran los principales factores de riesgo, con la
excepcion de los factores de riesgo que hacen parte del Sindrome de Disgenesia Testicular (SDT),

que seréan tradados de forma individual en el apartado 1.2 de esta tesis doctoral.

- Familiaridad: Entre un 1.7% y un 5.5% de los pacientes afectos de TTCG presentan un familiar

de primer grado afecto de tumor testicular (16-20). El riesgo de desarrollar un tumor testicular es
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entre 4-6 veces mayor respecto a la poblacion general en caso de tener un padre afecto de tumor
testicular y entre 8-10 veces mayor en caso que el miembro familiar afectado sea un hermano
(17,18,21,22). El hecho que exista un riesgo mayor en el caso de tener un hermano afectado que en
el caso de la relacion padre-hijo puede ser debido a un efecto combinado de factores ambientales y
genéticos compartidos en ambos casos, o por un efecto ligado a elementos recesivos autosomicos o
X-linked que han sido heredados (23,24). Esta evidencia se pudo confirmar con un estudio llevado a
cabo por Swerdlow y colaboradores en 1997, donde se mostré un mayor riesgo de cancer testicular

en gemelos dicigoticos respecto a los gemelos monocigoticos (OR=1.5, 95%Cl: 1.1-2.0) (25).

En un reciente estudio de cohortes llevado a cabo en aproximadamente dos millones de hombres
nacidos entre 1951-2015 en Noruega se encontrd una asociacion familiar no solo en parientes de
primer grado (padre/hermanos), sino que el riesgo de padecer un tumor testicular era mayor que en
la poblacion general cuando existia un tio paterno o materno afecto del tumor (con un doble riesgo
de desarrollar un TTCG respecto a la poblacion general en ambos casos) (26).

Hay que destacar que los padres que tienen hijos con tumor testicular padecen con mayor frecuencia
la presencia de algin otro tipo tumoral (cancer colorrectal, pancreas, pulmén, mama o tumores
linfoproliferativos) (21).

Es oportuno precisar que los antecedentes familiares son uno de los factores de riesgo conocidos mas
importantes para el TTCG y son relativamente altos en comparacién con otros tipos de cancer. Un
estudio ndrdico de cohortes de gemelos determiné un efecto hereditario estimado del 37%, superior
incluso al cancer de mama (27). Ademas de este 37% de efecto hereditario, el efecto familiar del
TTCG incluye un 24% atribuible al entorno compartido, siento este tan alto como en el caso del
cancer de pulmdn (27). La heredabilidad del TTCG se estima en i) aproximadamente en un 48%
utilizando la base de datos de cancer familiar de la poblacidn sueca y ii) alrededor de un 38%
utilizando estimaciones gendmicas extraidas en mas de mil pacientes del Reino Unido (28).

- Microlitiasis_testicular: No se ha evidenciado una clara relacién entre la presencia de

microcalcificaciones testiculares y la GCNIS. La mayoria de los estudios publicados informan de
una asociacion entre microcalcificacion y tumor testicular homolateral (29), mientras que otros no
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han demostrado una mayor incidencia de microlitiasis en pacientes con TTCG respecto a controles
sin TTCG (30-36). Debido a la presencia de microcalcificaciones en otras patologias testiculares, se
llegd a la afirmacion de gue si realmente existiera una fuerte asociacion entre microcalcificaciones y
TTCG, se deberia de diagnosticar un mayor nimero de tumores testiculares en varones con
microcalcificaciones sin otros factores de riesgo asociados (37). Por tales motivos, recientemente se
ha propuesto que la presencia de microcalcificaciones testiculares determina un aumento de la
susceptibilidad al desarrollo del TTCG no como factor independiente pero si como factor asociado a
otras condiciones patolégicas, como por ejemplo, infertilidad, criptorquidia o predisposicion familiar
(38).

- Edad vy etnia: Como ha sido comentado anteriormente en el apartado de epidemiologia, el tumor
testicular tiene una mayor incidencia en la edad adulta joven, disminuyendo su incidencia a partir de
la cuarta década de la vida (1). EI tumor testicular afecta principalmente a jovenes entre 25-35 afio,
aunque puede desarrollarse en cualquier momento de la vida. En lo particular, el Sm tiene un pico de
incidencia en edades mas tardias respecto al Nsm. En edades prepuberales el tumor testicular mas
frecuente es el tumor a células germinales no derivados de CGNIS, es decir, tumores del saco vitelino
y teratomas (5,39).

La incidencia del cancer testicular presenta una gran variacion dependiendo de la etnia (40). Estudios
llevados a cabo en Estados Unidos, un pais multirracial, confirman esta variacién étnica en paridad
de exposicion ambiental. La incidencia mas baja se encontr6 en los hombres negros (0.3-1.4 por
100,000 personas), seguida de asiaticos/islefios del Pacifico e indios americanos o nativos de Alaska
donde presentan una incidencia media del tumor testicular entre el 0.7-2.9 por cada 100.000 personas.
Las tasas mas altas se encuntran en los caucasicos blancos, con una incidencia de 3.2-6.3 por cada
100.000 personas (41). Por lo tanto el componente de background genético (especialmente

polimorfismos comunes que varian entre etnias) debe de tener un papel relevante.

- Tumor testicular contralateral: En 1975 un estudio desarrollado en Noruega, y demostro

que el haber padecido previamente un TTCG conferia un riesgo relativo de desarrollar un segundo
TTCG de 27.6 (95%CI: 21.1-35.6) (42). La posibilidad de desarrollar un segundo TTCG es mayor
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en aquellos pacientes en los que la histologia del primer tumor fue Nsm respecto aquellos cuya
histologia fue de Sm (riesgo relativo (RR)= 32.8, 95%CI: 19.7-51.2 vs RR=18.8, 95%CI: 13.0-31.4,
respectivamente), del mismo modo, en aquellos pacientes con una edad inferior a los 30 afios (del
debut del tumor testicular primario) tienen un mayor riesgo respecto aquellos pacientes con una edad

superior a los 30 afios (RR= 35.6, 95%CI: 25.1-49.0 vs RR= 20.5, 95%CI: 13.0-31.4).

- Factores ambientales: Diferentes estudios han analizado la influencia de diferentes factores

ambientales durante la vida del individuo y su posible asociacion a un mayor riesgo de TTCG. Se ha
analizado la asociacion entre la exposicion a sustancias de origen industrial (industria del papel,
industrias relacionadas con el plastico o industrias metaldrgicas) y el riesgo de desarrollo de TTCG,
mostrando resultados contradictorios y con asociaciones poco claras (43-49). Otras influencias
ambientales que han sido valoradas son la exposicién a los campos magneticos (45,50) o la
exposicion a organoclorados (51-53), pero ninguno de ellos ha demostrado tener una clara asociacion
conel TTCG.

Una clara indicacion de la influencia de los factores ambientales en la etiologia del TTCG origina
desde los estudios epidemioldgicos sobre los movimientos migratorios y su relacion con el riesgo de
tumor testicular. Un estudio danés llevado a cabo en 2007 (54), observo que los inmigrantes en
Dinamarca de primera generacion presentaban un riesgo de desarrollar un tumor testicular similar al
de sus paises de origen, independientemente de la edad de inmigracién y la duracion de la residencia
en Dinamarca. Por lo que el riesgo de TTCG en la primera generacion de inmigrantes no se vié
influenciado por los factores ambientales en su nuevo pais anfitrion. Por el contrario el riesgo de
TTCG en los inmigrantes de segunda generacion fué mas del doble que los inmigrantes de primera
generacién. Un posterior estudio sueco ha llegado a la misma conclusion demostrando diferencias
de incidencia del TTCG entre la primera y segunda generacion de emigrantes (55). Estos datos
sugieren en primer lugar la importancia de los factores ambientals y en segundo lugar indican que la
influencia de los factores ambientales en el desarrollo de este tipo de c&ncer es limitado a un periodo
temprano en la vida, precisamente en la vida intrauterina. A pesar de que estos resultados demuestran

la importancia de los factores ambientales en la etiologia del TTCG, es importante tener en cuenta
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que los factores ambientales actlan sobre un background genético diferente entre diferentes
individuos y hay diferencias establecidas entre las diversas étinas. De hecho, se ha demostrado que
los varones de ascendencia asiatica o africana mantienen un bajo riesgo de desarrollar un TTCG a

pesar de haber nacido en paises con un alto nivel de incidencia (56).

1.1.4. FACTORES GENETICOS INVOLUCRADOS EN EL
DESARROLLO DEL TUMOR TESTICULAR DE CELULAS

GERMINALES.

En literatura, a pesar de no encontrarse claras evidencias de factores genéticos involucrados en la
etiopatogénesis del TTCG, es posible hallar cada vez méas informacién sobre alteraciones genémicas
gue no son una causa directa pero que aumentan el riesgo de desarrollo del TTCG. Los estudios
iniciales sobre genes candidatos no han identificado factores genéticos de interés diagnostico para el
TTCG (23). El gen AR que codifica el receptor androgénico y en lo especifico el microsatelite
polimérfico CAG ha sido analizado en relacion a su participacién en el desarrollo del TTCG (57—
59), esta relacion sera tratada mas extensamente en el apartado especifico del receptor androgénico.
El avance en la identificacion de nuevos factores genéticos de suceptibilidad para el desarrollo del
TTCG ha sido posible con el advenimiento de nuevas plataformas tecnoldgicas, como el SNP-array.
Estas nuevas tecnologias permitieron la difusion de un nuevo enfoque, definido como genome-wide,
a través del cual ha sido posible la realizacion de un analisis completo de las variaciones de secuencia
del entero genoma en poblaciones de estudio extremadamente amplias (Genome Wide Association
Study, GWAS) (23,60,69-71,61-68). Estudios GWAS sobre el TTCG han identificando, hasta el
momento, mas de 50 loci independientes con alelos especificos asociados con el TTCG (72).

La mayor parte de las evidencias apoyan la hipdtesis de que la predisposicion al TTCG esta
constituida principalmente por el efecto concertado de varios loci de riesgo comunes, que alteran
procesos bioldgicos fundamentales para el desarrollo de las células germinales masculinas. Cada
variante individual hace una modesta contribucion al riesgo genético general de desarrollar el TTCG,
pero sumadas conllevan a una, relativamente, mayor tasa de riesgo, proponiéndose un modelo
poligénico para el TTCG (73).
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En estos estudios GWAS sobre el TTCG, se han destacado multiples variantes centinela, muchas de
las cuales son localizadas en intrones, 0 muy cerca, de genes que podrian estar asociados con el
TTCG.

El primer locus de riesgo identificado para el TTCG mediante un estudio GWAS, fue el 12921, que
alberga el gen KITLG. Este locus sigue siendo el factor de riesgo genético mas fuerte parael TTCG
(OR mayor de 2.5). KITLG codifica una molécula que interacciona con el receptor de membrana
tirosinoquinasa (KIT), siendo definida por sus funciones como “factor de las células estaminales”.
KITLG constituye, junto a su propio receptor, el complejo c-KIT-KITLG que tiene un papel central
en la regularizacion de mdaltiples aspectos de las células germinales primordiales como la
supervivencia, la proliferacién y la migracién (62,63). Experimentos en roedores han demostrado
que los topos homocigéticos y heterocigoticos para la delecion germinal de los genes KITLG y c-
KIT resultaron ser infértiles y con una alta probabilidad de desarrollar un TTCG (74,75). Estudios
funcionales en lineas celulares humanas han demostrado que la sefial de unién de este locus se
encuentra mediada por un efecto de union especifico del alelo al p53 y a un consecuente aumento de
la expresion de KITLG, gue probablemente aumenta la sefializacion de la via de KIT, y por lo tanto
la proliferacion de las células germinales (76). Otros loci que contienen genes relacionados con KIT
son el 5g31 (SPRY4), 6p21 (BAK1) y el 11914.1 (GAB2) (62,63,68). SRPY4 es un gen localizado en
el cromosoma 5 y codifica un miembro de una familia compuesta por 4 genes, implicados en la
regularizacion negativa del RAS-ERKMAPK en respuesta a factores de crecimiento. Este loci
comporta un riesgo de mas de 1.5 veces de desarrollar un TTCG (63). EI gen BAK1 (BCL2-
Antagonist/Killerl) con un OR de 1.5 de desarrollar un TTCG(63), esta situado en el cromosoma 6,
codifica una proteina que promueve la apoptosis ligandose y antagonizando la actividad del receptor
apoptético BCL2 y de otras proteinas apoptéticas. GAB2 (OR=1.26 para el TTCG, (68)), codifica
una proteina de acoplamiento que pertenece a la familia de proteinas GRB2. Bajo una estimulacién
por moléculas extracelulares tales como factores de crecimiento o citoquinas, el GAB2 se fosforila y
activa una seria de vias como PI3K/Akt y RAS/MAPK (77). Por lo que GAB2 interviene en la

regulacién de numerosos procesos biolégicos (proliferacién, supervivencia, migracion y
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diferenciacion celular). Alteraciones en el funcionamiento de GAB2 han sido asociadas a diferentes
tumores, tales como el cancer de mama, leucemia, melanoma u ovario (78). Todos estos estudios han
establecido que la via de sefializacion KIT juega un papel central en la etiopatogénesis del TTCG;

ademas de estar implicada en el desarrollo de otras neoplasias (mama, colorectal, etc).

Otros loci relacionados con el TTCG contienen genes involucrados en diferentes pathways, algunos
de los cuales ya se han asociado con otros tipos tumorales, como por ejemplo, genes que intervienen
en la respuesta al dafio del acido desoxirribonucleico (ADN) (MCM3AP, TIPIN, RAD51C/PPMLE,
RFWD3), genes implicados en la mitosis (MAD1L1) o genes involucrados en el mantenimiento de
los telémeros (TERT, ATF7IP, PITX1). Por el contrario, existen genes involucrados en pathways
tipicos de los TTCG, como por ejemplo, la determinacion del sexo, refiriéndose en particular al locus
9p24, que contiene el gen DMRT1 (66,79). Su expresion es necesaria en muchas especies para la
diferenciacion de la linea celular masculina, ademas, en el raton “knockout” DMRT1 se caracteriza
por el desarrollo de tumores testiculares. En humanos este loci presenta un doble riesgo de desarrollar
el TTCG. Otro pathway especifico del TTCG es el implicado en el desarrollo de las células
germinales, tales como el locus 3p24.2 que contiene el gen DAZL (OR=1.24) y el 8q13.3 que contiene
el gen PRDM14 (OR=1.21) (65). DAZL codifica una proteina de unién al &cido ribonucleico (ARN),
gue ha demostrado tener un papel central en las primeras etapas de la diferenciacion de las células
germinales primordiales humanas. El ratén nulo para DAZL (Dazl -/-) es estéril, con una detencion
de la diferenciacion de las células germinales primordiales en la fase de espermatogonia tipo A.
PRMD14 codifica un factor de transcripcién, que modula la expresion de genes de pluripotencia en
las células germinales primordiales, como son el POU5F1 (también conocido como OCT4) y SOX2

(76).

Gracias a los loci de riesgo actualmente conocidos para el TTCG se logra explicar el 37% del mayor
riesgo de desarrollar este tipo de tumor entre hermanos afectados (61). En comparacion con otros
tipos tumorales, se ha contabilizado una alta proporcion de heredabilidad loci-especifica. EI mayor

conocimiento de loci de riesgo para el TTCG nos permite una mayor comprension de la arquitectura
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genética subyacente del TTCG. Para poder examinar el valor predictivo de los polimorfismos de
nucledtido tnico (SNPs) relacionados con el TTCG se han realizado modelos de “Polygenic risk
scores” (PRS) para asi capturar el impacto colectivo de estas variantes en el TTCG (80). Por ejemplo
Litchfield en 2015 (80), us6 una combinacion de PRS con los 19 SNP conocidos hasta ese momento,
y los valores seminales. Gracias a una simulacion que preveé un screening de populacion con esta
combinacion de SNPs logré un valor predictivo positivo de casi un 60%. Los PRS podrian ser Gtiles
como modelos predictivos de enfermedad permitiendo un diagnéstico precoz del tumor con la
consiguiente reduccién de tumores invasivos, del nimero de ciclos o de la dosis de quimiterapia y
sobretodo aumentando la supervivencia del paciente. Se prevé, que en el futuro debido a un mayor
conocimiento de loci implicados en el TTCG y la asociacion de otros factores de riesgo clinicos a

estos modelos de PRS se podra aumentar su valor predictivo.

Otra técnica de analisis diferente al GWAS es el analisis de la porcidn del genoma que codifica
proteinas (whole exome sequencin: WES). EI WES es una técnica que permite capturar y secuenciar
selectivamente las regiones codificantes de todos los genes sefialados como codificadores de
proteinas, considerando que el 85% de las mutaciones causantes de enfermedades estan localizadas
en regiones codificantes y funcionales del genoma (81). Inicialmente, la introduccion de WES ha
sido propuesta para identificar unas causas monogénicas de trasmision mendeliana del TTCG. A
pesar de que el componente genético debe ser muy importante en la etiologia del TTCG, los estudios
WES no han identificado causas monogénicas. En particular, Litchfield y colaboradores (73) llevaron
a cabo un estudio para analizar la presencia de uno o mas genes que predispongan al desarrollo del
TTCG. Realizando WES en 919 casos de TTCG comparandolos con 1609 controles sanos. Los
investigadores examinaron variantes no-sinénimas individuales raras (<1%) y de baja frecuencia (1-
5%) para su asociacion con el TTCG. En general, se detectaron 966,695 variantes raras y 4,994
variantes de baja frecuencia; sin embargo, ninguna variante mostré una asociacion con el TTCG por
encima de un umbral de significacion. El analisis de variantes raras no sinénimas se analiz6 a nivel
de gen y se organizé en tres grupos (T1: variantes disruptivas; T2, predichas como deletéreas; y T3,

todas las no-sindnimas) y mostré que ningn gen dentro de ningln grupo de variantes tenia una
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asociacion significativa con el TTCG. Las pruebas de carga genética de 114 genes establecidos de
susceptibilidad al cancer de penetrancia alta o0 penetrancia moderada no mostraron asociaciones con
el TTCG. Ademas ningln gen identificado mediante GWAS mostrd una asociacion con TTCG
después del andlisis de la carga génica en los 59 genes asociados a los 60 loci establecidos. Por lo
gue no se encontrd evidencia estadistica que apoye la existencia de un gen de susceptibilidad para el
TGCT 'importante’, es decir, un gen para el cual las mutaciones confieren un riesgo relativo de méas
de diez veces con una frecuencia de mutacién en la poblacion de > 0.01%. Ciertamente podrian
existir genes de menor tamafio de efecto de la mutacion y/o frecuencia.

Un posterior estudio (82) realizado en 19 familias espafiolas afectadas de TTCG, cada una de las
cuales con al menos dos individuos afectados, describieron tres variantes raras, catalogadas como
patogénicas, en tres genes candidatos: PLEC (p.Arg433GIn con OR=6.28), EXO5
(p.Arg344AlafsTer10 con OR=3.37) y DNAH7 (p.Tyr2054Cys con OR=1,64). Uno solo de ellos, la
variante p.Arg433GlIn en el gen PLEC segrega completamente con la enfermedad en dos familias
mientras los otros dos sélo con penetrancia incompleta. Estos genes estan involucrados en procesos
y funciones del desarrollo y diferenciacién de las células germinales primordiales, en particular,
DNAH?7 codifica una ATPasa implicada en la espermatogénesis. EXO5, en cambio, codifica una
exonucleasa bidireccional especifica para el ADN monocatenario, involucrado en la repacion del
ADN. Finalmente, PLEC, codifica una plectina, expresada en la superficie nuclear de las células de
Sertoli y a nivel de los puntos de union de las espermatidas alargadas. Aungue estas mutaciones han
sido reportados también en controles con una frecuencia significativamente mas baja que en los
pacientes, su utilidad clinica es muy baja. De hecho no se trata de la identificacion de una etiologia
monogénica con causa-efecto si no de nuevos factores de riesgo para el TTCG.

Es importante destacar que las OR son mayores en los estudios WES respecto a GWAS debido a que
son basados en estudios familiares y en una sola poblacién de estudio.

Gracias a los estudios de secuenciacién gendmica cada vez més econémicos y accesibles, se estan
describiendo constantemente nuevos loci relacionados con el TTCG, permitiéndonos un mayor

conocimiento de la etiopatogenia de este tumor.
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1.1.5. ALTERACIONES EN EL CROMOSOMA Y COMO FACTORES DE

RIESGO DEL TUMOR TESTICULAR DE CELULAS GERMINALES

Debido a la estrecha relacion entre el TTCG e infertilidad y la importancia del cromosoma Y en esta
Gltima condicién patoldgica, se han realizado diferentes estudios valorando algunas alteraciones
estructurales a cargo de este cromosoma sexual con el fin de individuar una eventual relacion con un
mayor riesgo de desarrollar un TTCG.

El cromosoma Y humano difiere notablemente del resto de cromosomas en términos de su tamanio,
estructura genémica, contenido y trayectoria evolutiva (83). EI cromosoma Y es un cromosoma
acrocéntrico formado por dos regiones pseudoautosdmicas (PAR1y PAR2) y la MSY (male-specific
Y region), que representa el 95% de la entera longitud del cromosoma Y. Las regiones
pseudoautosémicas (PAR) corresponden a un blogue homologo entre el cromosoma X y el
cromosoma Y, y contiene una serie de genes involucrados en diversas funciones biolégicas. La
region MSY no se recombina con el cromosoma X, esta region contiene 156 unidades de trascripcion
gue incluyen 78 unidades de codificacion de proteinas (27 genes), aungue el nimero de genes puede
variar entre diferentes cromosomas Y (84). La mayoria de los genes que estan involucrados en la
espermatogénesis se mapean en secuencias ampliconicas. Estas secuencias ampliconicas se
caracterizan por ser pares de secuencias casi idénticas y repetidas entre una 0 mas regiones dentro
del MSY, estando organizadas en ocho grandes palindromos. Esta disposicién de secuencias
repetidas predispone a la delecion/duplicacién de material genético entre las secuencias repetidas
mediante recombinacion homoéloga no alélica (NAHR) con un potencial efecto sobre la
espermatogénesis (85).

Las regiones con una gran importancia y relacionadas con la espermatogénesis son las regiones
azoospermia factor (AZF) que estan localizas en el brazo largo del cromomosoma Y, formando parte
de la region MSY(86). Las regiones AZF (AZFa, AZFb y AZFc), contienen genes de gran
importancia para una correcta produccién espermatica. La region AZFa abarca aproximadamente
1100 Kb de longitud y engloba los genes de copia Unica USP9Y (ex DFFRY) y DDX3Y (ex DBY).

Las regiones AZFb y AZFc comprenden ambas 24 genes, la mayoria de los cuales estan presentes
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en maltiples copias, presentando un total de 46 copias. La delecion completa de la region AZFb (6.2
Mb) incluye la eliminacion de 32 copias de genes y unidades de transcripcion y es debida a la
recombinacion homéloga entre los palindromos proximales P5/P1, esta delecion completa de las
region AZFb incluye parte de la region AZFc pertenecientes a P1 (87,88). La region AZFc contiene
12 genes y unidades de trascripcion. La delecion completa de la regién AZFc consiste en la delecién
de 3.5 MB, se produce debido a la recombinacién homoéloga entre los amplicones b2 y b4 en
palindromos P3y P1, respectivamente, dando lugar a una delecion de 21 copias de genes y unidades
de trascripcién (87,89). Las deleciones juntas de AZFb y AZFc ocurren por una recombinacion

homdloga entre P5/P1 distal o entre P4/P1 distal (88). Figura 2
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Figura 2. Representacion esquemética del cromosoma Y. (90)

Entre las deleciones anteriormente descritas la mas frecuente es la de la region AZFc (80%), seguidas
de la AZFa (0.5-4%), AZFb (1-5%) y AZFbc (1-3%). Las deleciones/microdeleciones de las regiones
AZF son una causa genética confirmada de alterada espermatogénesis, siendo presentes en el 5-10%
de las azoospermias y en el 2-5% de los hombres con oligozoospermia severa (85,87).

Existe la delecién de todas las regiones AZF (AZFa, AZFb, AZFc), pero este tipo de delecion es

mas frecuente en alteraciones en el cariotipo, tales como 46, XX male o en el iso(Y) (87).
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La region AZFc es particularmente susceptible a eventos NAHR que pueden provocar deleciones o
duplicaciones parciales (91). A pesar de que se han descrito diferentes deleciones parciales de la
region AZFc (gr/gr, b1l/b3, b2/b4), sélo la delecion gr/gr ha tenido un gran interés clinico. La
delecion gr/gr se describié por primera vez en 2003 por Repping et al. y debe su nombre a la
fluorescencia de las sondas utilizadas (“green”y “red”) (92). La frecuencia y el efecto fenotipico
de la delecion gr/gr presenta variaciones entre los diferentes grupos étnicos, por ejemplo, el riesgo
de oligozoospermia en los portadores de la delecidn gr/gr es mayor en el area mediterranea, siendo
del 5.8 (ClI 2.0-16.9) y 2.9 (1.0-8.0) en la poblacion italiana y espafiola, respectivamente (85).

Se ha estudiado una posible relacién entre las otras deleciones parciales de la region AZFc (b2/b3 'y
b1/b3) y una alterada espermatogénesis. La delecidn b2/b3 consiste en la delecién de 1.8 Mb mientras
que la delecién b1/b3 es de 1.6 Mb. Ambas deleciones dan como resultado la delecion de 12 copias
génicas y unidad trascripcional (pero con una diferencia en cuanto a las copias genicas de CDY1y
DAZ: una copia CDY1 y dos copias DAZ para la delecion b2/b3 y ninguna copia de CDY1 y dos
copias DAZ para la delecion b1/b3). Aunque parece que estas deleciones no tengan un efecto
significativo sobre la espermatogénesis en las poblaciones europeas (92-94), la delecién b2/b3
muestra una fuerte asociacion con la infertilidad masculina (95-98) en poblaciones chinas, marroquis
e del sur de la India. Poco es conocido sobre el efecto de la delecion b1/b3 a causa de su baja
frecuecia. Sin embargo, el analisis de 20.000 cromosomas Y reveld que los portadores de tal delecion
parcial, presentaban un riesgo de desarrollar una severa alteracion de la espermatogénesis de 2.5
veces mayor que los sujetos no portadores (94).

Por otro lado, se ha estudiado la relacion entre las duplicaciones parciales de la region AZFc (perdida
de material genético a nivel de una de las dos cromatides y la sucesiva adquisicion del mismo material
genético delecionado por parte de la otra cromatide hermana) y la infertilidad masculina con
resultados contradictorios. Estudios llevados a cabo en poblacidn china han reportado una asociacion
entre el incremento de la dosis génica de la region AZFc y la infertilidad masculina (99-101).
Igualmente, un estudio holandés realizado sobre una cohorte multiétnica ha sugerido que una dosis

maés alta de DAZ podria ser perjudicial para una correcta espermatogénesis (102). Esta asociacion no
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ha sido encontrada en poblacion italiana y espafiola, donde la frecuencia de las duplicaciones en
pacientes con una alterada espermatogénesis y controles normozoospérmicos eran similares
(103,104),

Como se ha comentado, el cromosoma Y tiene un importante papel en la espermatogénesis debido a
gue alberga genes esenciales para una correcta produccion espérmatica. El TTCG es mas frecuente
en varones con una espermatogénesis alterada, lo que indica la existencia de una posible
etiopatogenia comun. De hecho, la indiferenciacion de los gonocitos puede dar lugar tanto a una
espermatogénesis alterada como al desarrollo del TTCG. Por este motivo, se han realizado varios
estudios para valorar una posible asociacién entre las aberraciones del cromosoma Y y un mayor
riesgo de desarrollar un TTCG.

El primer estudio que analizé la asociacion entre deleciones de la region AZF y el riesgo de TTCG
se llevo a cabo por Frydelun-Larsen y colaboradores en el 2003. En este estudio no se pudo evaluar
las deleciones parciales y solo se utilizaron marcadores de las deleciones AZF clasicas, se analizaron
a 160 daneses afectados de TTCG, utilizando como grupo control a 100 personas sanas. El estudio
no identificd ningun tipo de delecion de la region AZF en ninguno de los 160 pacientes con tumor
testicular, por lo que concluyeron que las deleciones de la region AZF no son frecuentes en pacientes
con TTCG en Dinamarca (105). Dos posteriores estudios llevados a cabo en 112 pacientes holandeses
con TTCG (106) y 185 pacientes daneses afectos de TTCG (107) confirmaron la ausencia de relacion
entre deleciones de AZF y el riesgo a desarrollar un TTCG. Pero estos estudios no descartaban que
posibles deleciones constitucionales de menor tamafio u otro tipo de mutaciones en genes mapeados
en la region AZF pudieran estar relacionados con el mayor riesgo de desarrollar un TTCG.

Del mismo modo los estudios que intentaron relacionar un mayor riesgo de TTCG con los diferentes
haplogrupos del cromosoma Y no lograron encontrar ningin tipo de asociacion entre ambos
conceptos (108-110).

Con respecto a las deleciones parciales de AZFc, la delecion gr/gr es, actualmente, la Gnica alteracion
del cromosoma Y a la que se ha relacionado un potencial papel en el desarrollo del TTCG. EIl primer

estudio llevado a cabo por Nathanson y colaboradores en 2005 (111) analiz6 1842 pacientes afectos
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de TTCG esporédico y 2599 controles. El 2% de los pacientes con TTCG eran portadores de la
delecion gr/gr, mientras que la frecuencia de esta delecién en el grupo control fue significatimente
mas baja, 1.3%. Por lo que ser portador de la delecion gr/gr comportan un doble riesgo de desarrollar
un TTCG respecto aquellos que no son portadores de esta delecion (OR=2.1; 95% CI: 1.3-3.6). Sin
embargo, cuando se subdividié el grupo de pacientes con TTCG segun el histotipo testicular, se
observo un riesgo aun mayor en el histotipo Sm respecto al Nsm. En este mismo trabajo notificaron
que el riesgo de desarrollar un TTCG en pacientes con familiaridad para el TTCG es de 3 veces
mayor en varones portadores de la delecion gr/gr respecto a los que no presentan la delecion (OR=
3.2, 95%CI: 1.5-6.7). La delecidn gr/gr se asocia a un fenotipo seminal variable (desde azoospermia
a normozoospermia), por lo que los sujetos portadores de la delecién y que no sean azoospérmicos
pueden trasmitir a sus hijos varones este tipo de delecion y por lo tanto un mayor riesgo de desarrollar
un TTCG.

Dos posteriores estudios llevado a cabo en dos pequefias poblaciones inglesas e italianas no
encontraron ningun tipo de asociacién entre la delecion gr/gr y el TTCG (110,112). De los tres
estudios mencionados, solamente en uno de ellos mostraba informacion sobre el fenotipo seminal de
los pacientes analizados (110), este estudio se basaba sobre una pequefia cohorte italiana de 118
pacientes afectos de TTCG y en la que no se encontré ningin tipo de asociacion entre la delecion
gr/gr y el TTCG, tampoco se observaron diferencias al comparar pacientes dependiendo de su
histotipo (Sm y Nsm), ni al comparar pacientes con TTCG con normozoospermia Yy
azoo/oligozoospermia. Por lo tanto, queda por clarificar si la asociacion entre la delecion gr/gr vy el
TTCG estéa relacionada con la espermatogénesis alterada o es un factor independiente.

Respecto a las otras microdeleciones b2/b3, b1/b3 o duplicaciones de la region AZFc no existen
articulos que hayan estudiado su potencial relacion con el TTCG.

Por otra parte, la presencia de mosaicismo relativo a la pérdida del cromosoma Y (mLOY) en sangre
periférica, ha sido asociado con un mayor riesgo de desarrollar un proceso tumoral, pero sin estudiar
su relacion con en el TTCG (113). S6lo un reciente estudio en 2017 estudio la posible asociacion

entre mLOY y el TTCG, sugiriendo que los pacientes con TTCG familiar tenian tasas elevadas de
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mLOY, mientras que esto no ocurre en los casos de TTCG esporadicos, donde no se encontrd

asociacion (OR= 0.34, 95%CI=0.10-1.17, p= 0.09) (114).

1.2. SINDROME DE DISGENESIA TESTICULAR Y SU
RELACION CON EL TUMOR TESTICULAR DE CELULAS
GERMINALES

1.2.1. Definicién del Sindrome de disgenesia testicular

En el 2001, Skakkebaek y colaboradores avanzaron la hipétesis del SDT segun la cual cuatro
condiciones patoldgicas, criptorquidia, hipospadias, infertilidad y TTCG, estaban interrelacionadas
entre ellas (115). Posteriormente en 2016, se afiadié un nuevo pardmetro antropométrico (distancia
anogenital (DAG) mas corta) como el quinto componente del SDT (116). La hip6tesis del SDT se
origina a raiz de estudios epidemiol6gicos donde informaron de un aumento a nivel global y en
paralelo de las diferentes condiciones patoldgicas, previamente nombradas, en los Gltimos cincuenta
afios. Contemporaneamente al aumento de la frecuencia en el diagndstico del TTCG y una reduccion
en la calidad seminal en los adultos jovenes, se ha encontrado un aumento en la incidencia de
malformaciones congénitas tales como criptorquidia e hipospadias en los recién nacidos (117). Estos
datos son soportados sea de la evidencia segun la cual tener una de estas condiciones patoldgicas
comporta un mayor riesgo de desarrollar alguna de las otras condiciones patolégicas o de una
tendencia en aumento y en paralelo, de las cuatro condiciones patoldgicas. Por lo tanto se ha
hipotetizado que ambas condiciones patoldgicas (criptorquidia, TTCG, hipospadias y una alterada
espermatogenesis) forman parte de una misma entidad subyacente con un origen etiol6gico en com(n
(115).

Un estudio llevado a cabo sobre 32.442 hombres daneses infértiles demostré que existia una
asociacion entre tener un seminograma alterado y el riesgo de desarrollar un TTCG. Se definié un
riesgo de 1.6 veces mayor respecto a la poblacion general de desarrollar un TTCG en caso de

presentar alteraciones en el seminograma (118). En consonancia con estos datos, otro estudio
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evidencié que habia un mayor riesgo de desarrollar un TTCG en aquellos pacientes con un menor
numero de hijos, determinando que los hombres que habian engendrado un hijo o que habian
embarazado a una mujer tenian un riesgo significativamente menor de desarrollar un TTCG. Incluso
el riesgo disminuia ain més segun aumentaba el nimero de hijos (119).

En los Gltimos afios, varios estudios han sefialado que el TTCG y la infertilidad masculina estan
correlacionados con la criptorquidia. Un importante estudio llevado a cabo sobre 350.835 jovenes,
de los cuales 7499 habia sido diagnosticados de criptorquidia testicular, demostrd que los jévenes
gue presentaban un testiculo no descendido tenian el doble de probabilidad de desarrollar un TTCG
respecto a varones sin criptorquidia (OR= 2.43, 95%CI. 1.65-3.58), incluso afirmaron que el
aplazamiento de la cirugia de orquidopexis aumentaba el riesgo de desarrollar un TTCG (por cada 6
meses que se retrase la cirugia correctora de criptorquidia, el riesgo de desarrollar un TTCG
aumentaba en un 6%). Este mismo estudio confirmé la asociacion entre criptorquidia e infertilidad,
mostrando que existe un doble riesgo de presentar infertilidad en caso de haber sufrido criptorquidia
previa respecto a aquellos sujetos que no presentaban tal malformacion genital (OR= 2.26, 95%ClI:
1.58-3.25) (120).

Del mismo modo que se ha estudiado la correlacion entre criptorquidia, TTCG e infertilidad, también
se ha llevado a cabo con el cuarto componente del SDT; el hipospadias. Se describié que aquellos
pacientes con hipospadias presentaban un 21% menos de probabilidad de paternidad respecto a los
nacidos sanos, con una reduccion similar para aquellos que se sometieron a una cirugia de reparacién
de hipospadias (0.84 95%CIl: 0.74-0.95) (120). Nacer con hipospadias se asocid con un mayor riesgo
de desarrollar un TTCG (riesgo relativo= 2.13, 95%Cl: 1.26-3.61) (121).

1.2.2. Etiopatogénesis del Sindrome de disgenesia testicular

Hasta la fecha, se sabe que las cinco patologias que forman parte del SDT tienen un origen fetal
comun y son debidas a errores o alteraciones en la diferenciacion o funcionalidad de las células de
Leydig y/o de las células de Sertoli (115).

Las células de Sertoli son necesarias para crear un ambiente adecuado con el objetivo de facilitar los

procesos necesarios para la diferenciacion de las células germinales tanto durante la vida fetal como
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en la edad adulta (122). Durante la edad fetal, las células de Sertoli sirven de apoyo para las células
germinales primordiales durante la proliferacion y maduracion de los gonocitos. Por lo tanto es
comprensible que un mal funcionamiento de las células de Sertoli produzca una reduccién en el
numero y en la calidad de las células germinales maduras y al mismo tiempo un bloqueo madurativo
de los gonocitos. En el primer de los casos nos encontraremos con una alterada espermatogénesis y
en el segundo de los casos con el desarrollo de una GCNIS (123).

Es importante precisar que la actividad de las células de Sertoli esta sometida a una regulacion
hormonal, principalmente por la testosterona. La importancia de las células de Leydig recae en la
produccion de andrégenos fetales y la produccion de Péptido Insuli-like 3 (INSL-3). Por lo que una
disfuncion de las células de Leydig produce una alteracion en la produccién de testosterona e INSL-
3, conllevando a un desarrollo anormal de los genitales masculinos; hipospadias y criptorquidia y

una DAG corta. Figura 3.
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Figura 3. Representacion esquemética de las relaciones patogénicas entre los componentes y las manifestaciones clinicas del SDT.(115)

Modelos animales llevados a cabo en ratones permitieron realizar un importante hallazgo,
relacionando los trastornos del SDT con la accion androgénica durante un periodo fetal concreto,
denominando este periodo “masculinization programming window” (MPW) (124). EI MPW en el

hombre tiene lugar durante la 8-14 semana fetal (125), siendo este un momento crucial para el
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desarrollo del tracto genital masculino y los fenémenos de masculinizacion, tales como la distancia
anogenital. EI MPW esta altamente regulado a través de las hormonas sexuales, por lo que un efecto
antiandrdgeno o estrogénico en este periodo (como por el ejemplo la accion de los disruptores
endocrinos ambientales (EDC)) podria provocar un desequilibrio hormonal importante en el MPW

(126).
1.2.3. Factores de riesgo ambientales del Sindrome de disgenesia testicular

La agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos de América define los EDC como “agentes
exogenos que interfieren con la produccidn, liberacion, transporte, metabolismo, unién, accién o
eliminacion de las hormonas producidas naturalmente al interior del organismo y responsables del

mantenimiento de la homeostasis y de la regulacion de los procesos de desarrollo”.

Los EDC producen enzimas con efecto estrogénico, antiandrégeno y esteroidogénico, y su efecto
dependera de la dosis de la sustancia quimica, asi como de la duracion a la exposicién y la
susceptibilidad genética al mismo o del momento del desarrollo del individuo expuesto al compuesto.
Por lo que una exposicion intrauterina a determinados EDC pueden producir un efecto sobre el

desarrollo del sistema genitourinario en el feto.

Los ECD actlan principalmente a través de una actividad estrogénica (como por ejemplo el
dietilestibestrol, etinilestradiol y el bisfenol A) o antiandrdgena (como los ftalatos; dibutil ftalato,
dietilhexil ftalato, diisononil ptalato, bencilbutil ptalato), pudiendo activar (accidn agonista) o inhibir
(accion antagonista) los receptores tanto estrogénicos como los androgénicos mediante una
interaccion directa. Esto produciria un desequilibrio en la accion de las hormonas sexuales,

constituyendo el origen de las cuatro condiciones patoldgicas del SDT (127).

La lista de posibles ECD candidatos con actividad antiandrogénica y estrogénica esta en continua
actualizacion: i) productos quimicos sintéticos y sus derivados; ii) plastificantes; iii) pesticidas; iv)
fungicidas; v) drogas o estrogenos sintéticos; vi) sustancias quimicas naturales; vii) metales pesados.

Cabe destacar la amplia gama de pesticidas utilizados en agricultura, que hace que la identificacion
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de una sustancia quimica Unica como posible EDC sea muy laboriosa, y se piense que el efecto sobre

el hombre sea méas probable a una mezcla de pesticidas que a la actuacion de un Gnico compuesto.

Varias evidencias han demostrado que la principal categoria de EDC responsable de un aumento en
el riesgo de criptorquidia sean los pesticidas. Durante el embarazo, estas sustancias pueden ser
trasferidas desde la madre al feto a través de la placenta y acumularse en la leche materna (128). Los
nifios nacidos de madres que trabajaban en invernaderos agricolas, y por lo tanto, que tenian una
mayor exposicion a pesticidas, presentaban un riesgo multiplicado por tres de criptorquidia respecto

a los hijos de madres que no desempefiaban esa labor (129).

Los EDC con actividad antiandrogénica junto con un agonista del receptor de estrdgenos
(dietilestilbestrol) son de gran importancia en el desarrollo de hipospadias y de criptorquidia. Esto
estd en linea con el hecho de que la exposicién materna a los estrégenos reduce la expresién de
INSL3 en las células de Leydig fetales, provocando una localizacion intra-abdominal de los testiculos
en ratones (130). Un estudio llevado a cabo en Holanda inform6 de una prevalencia de hipospadias
del 2% en nifios nacidos de madres expuestas a dietilestilbestrol durante el embarazo en comparacion
con el 0.09% de prevalencia de hipospadias en los hijos de madres que no habian estado en contacto
con este compuesto quimico (131). Un posterior estudio llevado a cabo en Francia inform6 que la
exposicion durante el embarazo a dietilestilbestrol aumentaba la prevalencia de hipospadias en las
dos generaciones sucesivas, por lo que sugiere que existe un mecanismo biol6gico epigenético en los

EDC (132).

Respecto a las alteraciones de la espermatogénesis por efecto de los EDC, un estudio compard la
calidad seminal de los hombres que trabajaban en un area agricola de Missouri, donde habia un gran
uso de pesticidas, con los valores seminales de varones que vivian en un entorno urbano de
Minnesota, donde teéricamente no habia una exposicion a estos compuestos quimicos. El estudio
demostro que los varones de areas agricolas presentaban peores pardmetros seminales, con una
reduccion en la concentracion y movilidad espermatica respecto a los varones que habitaban en zonas

urbanas (133). De igual modo, otros EDC como el bisfenol A aumenta los niveles de prolactina,
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estradiol y de globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), por lo que contribuye a un deterioro

en la calidad espermatica (134).

Varios productos quimicos, como el diclorodifenildicloroetileno, el polibromodifenil étere, el
hexaclorobenzeno, el bifenilo policlorado u otros compuestos organicos estan relacionados con un
mayor riesgo de desarrollar TTCG. Se han encontrado mayores concentraciones de organoclorados
en la sangre de madres con hijos afectos de TTCG que en la sangre de madres de hijos sin TTCG
(135). Posteriores estudios relacionaron la exposicion a EDC durante la pubertad como un posible

factor de riesgo para el desarrollo del TTCG, y sobre todo en relacion con el Sm (136).

Un grupo de EDC de gran importancia son aquellos que presentan actividad antiandrdgena, en
especial los ftalatos. Estudios animales han demostrado que una exposicion a estos compuestos
durante el embarazo altera la funcion de las células de Leydig fetales (137). Posteriores estudios,
también llevado a cabo en animales, han relacionado la exposicidn a diferentes tipos de ftalatos con
un mayor riesgo de malformaciones en el tracto urogenital masculino (138,139). El efecto nocivo del
bis (2-etilhexil) ftalato sobre la salud reproductiva es ampliamente conocido desde los afios ochenta.
Estudios en roedores expuestos a esta sustancia mostraron alteraciones fenotipicas similares a las del
SDT en el hombre (140), del mismo modo otros compuestos como el ftalato de diisononilo produce
una alteracidn en la expresion de genes esteroidogénicos en las células de Leydig fetales provocando

un SDT en ratones (141).

1.3. RECEPTOR ANDROGENICO

1.3.1. Estructura y mecanismo de accion

El AR pertenece al grupo de los receptores de hormonas esteroideas, al igual que el receptor de
estrogenos, el receptor de glucocorticoides, el receptor de progesterona y el receptor de
mineralocorticoides (142). El AR funciona como un factor de transcripcion ligando-dependiente. La

union del AR a sus ligandos como la Sa-dihidrotestosterona (DHT) o la testosterona contribuye al
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desarrollo y la diferenciacion sexual en el varon. EI AR esta expresado en todos los tejidos humanos,
pero en proéstata, testiculos, huesos, rifion, laringe, células hematopoyeéticas, foliculos piliferos o

cerebro se encuentra sobreexpresado.

El AR esta codificado por el gen AR. El gen AR esta representado en una Unica copia, y esta situado
en laregion pericentrométrica del brazo largo del cromosoma X (Xq11.12). La region codificante de
AR esta constituida por 8 exones (143). Al igual que otros miembros de la familia de receptores
nucleares, el AR consta de tres dominios funcionales principales; i) el dominio N-terminal (NTD)
(residuos 1-555), seguido del (ii) dominio de unién al ADN (DBD) (residuos 555-623), v iii) el
dominio de unién ligando C-terminal (LBD) (residuos 665-919), que a su vez esta conectado al DBD

por una region bisagra flexible (residuos 623-665) (144).
1.3.2. Polimorfismos genéticos en el gen AR

En el exon 1 del gen AR, en la region de transactivacion, se individualizan tres regiones repetidas, de

las cuales dos son polimdrficas (145):

- Una regién repetida poly (GlIn), formada por un numero inestable de tripletes CAG,
polimorfica y codificante para una secuencia poliglutaminica.

- Una region formada de ocho repeticiones CCG, no polimorfica, codificante para ocho
prolinas.

- Una region repetida poly (Gly), formada por un nimero variable de tripletes GGT,

polomérfica y codificante para una cadena de poliglicina.

La secuencia polimdrfica de repeticion de CAG presenta una variacion numérica, variando entre las
10 a las 39 repeticiones en la poblacién sana, y codifica tramos de polyglutamina del dominio de
transactivacion del AR. La longitud del nimero de repeticiones CAG varia segun las diferentes etnias.
El nimero de repeticiones CAG en la poblacion americana blanca sana varia entre 8-30, entre 8-39

en la poblacion europea, y entre 11-31 repeticiones en la poblacion asiatica (146). Queda por definir
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un intervalo de normalidad absoluta sin el cual no se puede aplicar este polimorfismo en la practica

clinica.

Se ha descrito una correlacion inversa entre la longitud de la secuencia poliglutaminica y la funcion
del AR, una mayor extension del CAG causa una disminucién linear de la capacidad transactivante
del receptor, al contrario, regiones mas cortas de repeticiones CAG estan asociadas a una mayor

actividad del receptor (147).
1.3.2.1. Infertilidad masculina y el polimorfismo (CAG)n del AR

Numerosos estudios en los ultimos afios han intentado establecer una relacion entre el nimero de
repeticiones CAG y la infertilidad masculina. Aunque los andrégenos y el gen AR contribuyen a una
correcta diferenciacion y desarrollo sexual asi como a la espermatogénesis, los resultados sobre el
efecto del polimorfismo del gen AR sobre la espermatogénesis son discordantes. En poblaciones
australianas, norteamericanas y japoneses se ha informado de una relacion entre infertilidad y el
namero de repeticiones CAG (148-150), pero por el contrario esta asociacion no esta tan clara en la
poblacion caucésica europea (151,152). Los resultados contradictorios en la literatura pueden derivar
principalmente del escaso numero de pacientes involucrados en los estudios, de las diferencias

étnicas o de los criterios de inclusion en los diferentes estudios.

Debido a esta variabilidad étnica, se comentara a continuacion los estudios llevados a cabo sobre
poblacién caucasica en la zona Mediterranea, adecudndose a su semejanza genotipica con la
poblacion de estudio de esta tesis. El estudio mas amplio en la zona Mediterranea fue llevado a cabo
en el 2004 por Ferlin y colaboradores (153), analizando a 163 hombres infértiles y 115 hombres
fértiles normozoospérmicos. El estudio no encontrd diferencias significativas entre el nimero medio
de repeticiones CAG entre ambos grupos. Del mismo modo, cuando subdividieron a los pacientes
infértiles segun su fenotipo seminal (45 pacientes con azoospermia, 87 pacientes con
oligozoospermia severa y 31 pacientes con oligozoospermia moderada) siguieron sin encontrar
diferencias significativas entre el nimero de repeticiones CAG y los diferentes grupos seminales.

Por el contrario encontraron una diferencia significativa entre casos y controles cuando analizaron la
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combinacion del polimorfismo CAG y el GGC, poniendo de manifiesto que un efecto combinado
entre el nimero de repeticiones de CAG y GGC tendria un efecto sobre la funcion del AR y

particularmente sobre la espermatogénesis.

Solo existe un Unico estudio que ha analizado la asociacion entre el nimero de repeticiones CAG
con la infertilidad en una poblacién espafiola. Se realiz6 en 2003 por Mengual y colaboradores, y
analizaron a 102 pacientes azoospérmicos y a 96 controles fértiles. La media de repeticiones CAG
fue mayor en los pacientes azoospermicos (23.25 + 2.7) respecto al grupo fértil (22.42 + 2.8), con

una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p= 0.033) (154).
1.3.2.2. Tumor testicular y el polimorfismo (CAG)n del AR

También en relacién al TTCG y por el mismo motivo que han estimulado los estudios en los otros
componentes del SDT, se ha analizado la eventual correlacién entre el TTCG y la longitud de la
secuencia CAG. Dado que la insensibilidad a los andrdgenos es un factor de riesgo para el TTCG, se
ha postulado que un incremento de la sefial androgénica durante el desarrollo fetal podria reducir el
riesgo de TTCG (155). Como se ha comentado previamente, variaciones en la longitud de las
repeticiones CAG del gen AR influyen en la capacidad transactivante del AR. Por lo que variaciones
en la longitud de las repeticiones CAG pueden estar involucradas en el desarrollo del TTCG. Estudios
epidemioldgicos han corroborado esta hipotesis demostrando que los varones de origen africano
tienen un menor nimero de repeticiones CAG vy ésta poblacion presenta una menor incidencia de
TTCG en comparacion con la raza caucésica que tiene un nimero medio de de tripletes mayor y un

mayor riesgo de desarrollar este tipo de tumor.

El primer estudio que analiz6 la asociacion entre TTCG y el nimero de repeticiones CAG en el gen
AR no encontro diferencias significativas entre pacientes con TTCG y controles normozoospérmicos
fértiles sin TTCG (p= 0.85). Por lo que los autores concluyeron que el nimero de repeticiones CAG

no estaba asociado con un mayor riesgo de desarrollo de TTCG (59).
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Un posterior estudio sueco concluyd que no habia asociacion entre el nimero de repeticiones y el
riesgo a desarrollar un TTCG, pero si correlacionaron el mayor nimero de repeticiones CAG con un
mal pronéstico tumoral indicando un impacto de las gonadotrofinas o los esteroides sexuales en el

desarrollo y capacidad metastasica del TTCG (58).

Otros estudios realizados en poblaciones nérdicas tampoco encontraton una asociacion entre el

polimorfismo (CAG)n y el riesgo de TTCG, ni con el riesgo de metastasis tumoral (156,157).

Sélo dos estudios han estudiado la asociacién entre en nimero de repeticiones de CAG y el riesgo
de TTCG en una poblacion sur-europea. El primer estudio se realiz6 en 2005, analizando a 123
pacientes italianos con TTCG y a 300 controles fértiles (normozoospérmicos). No se encontraron
diferencias significativas al comparar ambos grupos. Pero un hallazgo importante de este estudio fue
cuando analizaron la combinacion del polimorfismo CAG y el GGC, descubriendo que el haplotipo
mas frecuentemente asociado al TTCG fue el CAG=20/GGC=17, presentando un mayor riesgo de
desarrollar un TTCG respecto al grupo control en aquellas personas que presentaban dicho haplotipo
(OR= 4.7, 95%ClI: 1.04-20.9) (57). El segundo estudio también basado en una poblacion italiana se
realizd diez afios més tarde. Este estudio evidencio dos aspectos particularmente significativos: i) un
nimero de CAG mayor de 25 puede ser considerado un factor de riesgo para el desarrollo de un
TTCG debido a su mayor frecuencia en pacientes (26.2%) respecto a los controles (18.6%) (p=
0.027); ii) los varones con un numero de repeticiones CAG inferiores a 21 y superiores a 24
presentaban un riesgo de desarrollar un proceso tumoral en el testiculo del 50% y del 76%,
respectivamente, respecto a aquellos con un numero de repeticiones comprendido entre 21 y 24

(158).

Los estudios existentes en la actualidad, como se ha detallado, no arrojan una claridad sobre la posible
relacion entre el nimero de repeticiones CAG vy el riesgo a desarrollar un TTCG. Del mismo modo,
estos datos contradictorios son incluso presentes en dos metandlisis diferentes que valoraron la

relacion entre el nimero de CAG y el riesgo de TTCG (159,160).
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1.4. DISTANCIA ANOGENITAL

La distancia anogenital (DAG) es el espacio comprendido entre el ano y los genitales externos. La
largueza de la DAG en hombres es aproximadamente el doble respecto a las mujeres en el momento
del nacimiento y esta diferencia de longitud se mantiene en la edad adulta (161,162), debido a un
complejo muscular presente en el sexo masculino. En estudios animales la DAG es utilizada como

un biomarcador de la accion de los andrdgenos durante el embarazo (163).

En roedores, el crecimiento perineal es depediente de los androgenos, siendo un momento critico en
su desarrollo el Masculinization programming window (MPW). Como ya se coment6 en el apartado
del SDT, el MPW es un momento importante para el desarrollo del tracto genital masculino y los
fendmenos de masculinizacion. EI MPW esté altamente regulado a través de las hormonas sexuales,
por lo que un efecto antiandrogeno o estrogénico puede provocar un desequilibrio hormonal y por
consiguiente, una reduccion de la DAG (125). Una DAG mas corta se considera un marcador de
accion androgénica interrumpida. Se ha sugerido que la DAG se masculiniza durante el MPW,
cuando una activacion del AR a través de los esteroides sexuales estimulan el crecimiento de los
musculos perineales tales como el musculo elevador del ano o el bulbocavernoso. En el sexo
masculino, la activacion del AR en estas células musculares provoca un mayor crecimiento del

complejo muscular perineal y por lo tanto esto influye directamente sobre la DAG (164).

Se ha postulado que modificaciones sutiles en los niveles de andrégenos fetales, como por ejemplo,
la exposicidn a antiandrogenos, pueden afectar en la DAG. Esta teoria ha sido respaldada mediante
estudios de toxicidad en roedores donde una DAG mas corta se ha correlacionado con un complejo
muscular perineal mas delgado (165). De todas formas son necesarios mas estudios para entender

completamente como una disrupcion endocrina fetal influye en la DAG.

En consecuencia a estas afirmaciones, la DAG se ha utilizado para estudiar los efectos de la
exposicion prenatal a una variedad de productos quimicos con una potencial actividad disruptora

endocrina. Varios estudios epidemioldgicos han demostrado una DAG reducida en asociacion a una
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exposicion a flatatos (166-169), dioxinas (170), bisfenol A (171,172) e incluso en una dieta rica en

grasas (173).

1.4.1. Métodos de medida.

Los investigadores han utilizado diferentes puntos de referencia para medir la DAG en humanos. En
el varén, la DAG puede ser medida desde el ano hasta la union perineo-escrotal, la denominada
distancia anoscrotal (DAGas) o desde el ano hasta la base posterior o anterior del pene, la
denominada distancia anopeneana (DAGap). La DAG puede ser medida en dos formas diferentes,
una de ellas es en posicion litotémica, con el varén acostado boca arriba con los muslos formando
un angulo de 45 grados con la camilla o al mismo nivel con las caderas y el perineo posicionado en
el borde de la camilla (174), otra posible forma de medir la DAG es con el vardn en posicién supina,
con las piernas en abduccion maxima permitiendo que las plantes de los pies se encuentre y toquen,
manteniendo las plantas de los pies a unos 30/45 cm de las nalgas (175). Figura 4. Ambos métodos
de medicidn (litotomia o posicidn con las piernas flexionadas) son adecuados para evaluar y medir
la DAG en hombres adultos (176). La DAG méas comunmente utilizada es la DAGas, debido a que
es mas confiable y no se ve afectada por el indice de masa corporal (IMC)/adiposidad o la edad (177)
y ademas presenta una menor variabilidad entre observadores (173,178). Queda ain pendiente de
entender el significado bioldgico de las diferentes distancias y de consecuencia, si existen diferencias
entre las diferentes mediciones. Aunque la DAG se ha utilizado ampliamente como un biomarcador
de una posible alteracion endocrina intrauterina, sus limitaciones incluyen una falta de
estandarizacion en la metodologia de medicién y una falta de informacién para su reproducibilidad,

asi como una insuficiente informacién sobre las posibles diferencias étnicas de la misma (178).
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Figura 4. Medicion de distancias anogenitales en el varén. (176)

1.4.2. Relacion entre Distancia anogenital y malformaciones genitales

Estudios en humanos han relacionado una DAG mas corta con un mayor riesgo de presentar
criptorquidia (179-182). Un estudio poblacional transversal informé que los nifios con criptorquidia
presentaban un indice anogenital (DAGas/peso al nacer) mas corto debido a una mayor exposicion a

disruptores endocrinolégicos (169).

El estudio con la cohorte méas grande en Europa se realiz6 en Cambridge (Inglaterra) (179), donde
analizaron a 71 nifios menores de dos afios con criptorquidia y a 487 nifios menores de dos afios
totalmente sanos. El estudio mostro, al igual que los estudios anteriores (180-182), que los nifios con
criptorquidia presentaban una DAGas inferior respecto a los nifios sanos (29.09 £6.78 vs
29.75 £ 6.97, respectivamente), encontrando una diferencia significativa al analizar las puntuaciones
medias de las desviaciones estandar especificas por edad entre ambos grupos respecto a la longitud
de la DAGas (p<0.001). No encontraron diferencias en la DAGas cuando compararon entre
criptorquidia bilateral o unilateral. Un reciente meta-analisis confirmé que los pacientes con
criptorquidia presentan una DAG maés corta respecto a aquellos varones que presentan un correcto

descenso testicular (SMD: —0.69; 95%CI: —1.36 a —0.02) (183).

Al igual que en la criptorquidia, diferentes estudios han analizado la posible relacion entre la DAG

y la presencia de hipospadias(179,180,184-186).
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Anélogamente a la criptorquidia, todos los estudios concuerdan sobre la asociacion entre la DAG

corta y el hipospadia, asi como su relacién con la gravedad de la malformacion.
1.4.3. Distancia anogenital y disfuncion testicular

Se ha individualizado una correlacién positiva entre la DAG y la espermatogénesis, y de
consecuencia se ha determinado que una progresiva reduccion de la DAG esta relacionada con un
aumento en las alteraciones de los parametros seminales. En 2011, Eisenberg et al. estudiaron, por
primera vez, la asociacion entre DAG e infertilidad (175). Para ello, midieron, solamente, la DAGas,
encontrando una diferencia significativa entre pacientes infértiles y controles fértiles (31.8 £ 11.3 vs
44.6 + 14.1, p<0.01, respectivamente). Un dato importante que evidencié este estudio fue que por
cada un centimetro de incremento en la DAGas se correspondia con un incremento de 4.3 millones
de espermatozoides por mililitro (95%ClI: 0.53-8.09, p=0.03) y con un incremento en el nimero total

de espermatozoides moviles de 6 millones (95%Cl: 1,34-10.58, p= 0.01).

Mendiola y colaboradores (174) pusieron de manifiesto una posible variabilidad inter-examinador
durante la medicién de las DAG, siendo las diferencias (segin las medias absolutas) entre
examinadores de 1.39 mm para la medicién de las DAGas y de 2.62 mm para la DAGap. Ellos
determinaron que ni el volumen testicular ni el origen étnico estaban relacionados con la DAG, pero
si el IMC, influyendo en la variabilidad de la DAGap, mientras que su influencia en la DAGas era
minima. Cuando examinaron la correlacién entre la DAG y la concentracion espermatica relataron
gue so6lo la DAGas presentaba significancia estadistica, presentando un mayor riesgo de subfertilidad
(OR= 7.3, 95%Cl: 2.5-21.6) cuando se tenia una DAGas por debajo de la mediana (51.7 mm) con
respecto a tener una DAGas por encima de la mediana. Por el contrario no encontraron ningun tipo

de correlacion entre la concentracion espermética y la DAGap.

Un importante estudio realizado en 2012 (187) determind la importancia de la DAG para distinguir
entre azoospermia obstructiva y azoospermia no obstructiva. Se demostré que los varones que

presentaban una azoospermia no obstructiva tenian una DAGas mas corta en comparacion con los
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varones que presentaban azoospermia obstructiva (36.3 vs 41.9 mm, p=0.01), proponiendo la DAGas

como un biomarcador del correcto desarrollo de la espermatogénesis.

Existen dos estudios realizados en Espafia que analizan la relacion entre la DAG y los parametros
seminales. Uno de ellos analiz6 a 91 pacientes infértiles que vivian en la region de Murcia y donde
mediante un analisis multivariante determinaron la presencia de una asociacién positiva y
significativa entre la DAGas y la concentracion de espermatozoides (= 0.071; 95%CI: 0.011-0.131),
el nimero total de espermatozoides (B= 0.109; 95%CI: 0.001-0.217) y el numero total de
espermatozoides moéviles (B=0.861; 95%CI: 0.001-0.171), por el contrario la DAGap no se encontro
asociada con ningln parametro seminal. También calcularon el cambio esperado en la concentracion
espermatica asociado a un aumento del intercuartil en la DAGas, determinando que por cada aumento
en el intercuartil de la DAGas se asocia un aumento en la concentracion espermatica de un 37.6%
(188). El otro estudio espafiol también realizado en la region de Murcia pero sobre una poblacién
general (estudiantes universitarios) contradice el anterior estudio, ya que no mostraron ningun tipo
de relacion entre ambas DAG y los parametros seminales o con los valores de las hormonas

reproductivas (189).

Recientemente se han publicado un estudios con una gran cohorte de pacientes (190). Se analiz6 a
un total de 1106 jovenes daneses, reportando una asociacion positiva entre la DAGas y los parametros
seminales, por lo que los hombres con una DAGas mas corta (< percentil 10) tenian casi el doble de
riesgo de presentar oligozoospermia en comparacion con aquellos hombres con una DAGas por
encima de la mediana (OR=1.905; 95%CI: 1.137-3.19). Por el contrario, la DAGap no se asocié con

los parametros seminales.

Existe una correlacion lineal entre DAG vy los niveles de las hormonas reproductivas en el varén
adulto. Un estudio realizado en una clinica androldgica de Houston determing las correlaciones entre
las medidas de los genitales y los niveles hormonales, mostrando que la DAas (r= 0.2, p=0.03) y la

longitud del pene (r= 0.2, p= 0.03) presentan un correlacion con los niveles séricos de testosterona,
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mientras que no se encontrd dicha correlacion con el volumen testicular (r= 0.17, p= 0.07)(191).

1.4.4. Distancia anogenital y cancer

La relacién entre el cancer de prostata y la DAG fue estudiada a raiz de la hipdtesis que sugiere que
una alterada exposicién hormonal durante el desarrollo fetal puede afectar a un correcto desarrollo y
una normal actividad prostatica. La prostata necesita de una correcta concentracion de andrégenos y
estrdgenos para su correcto desarrollo y una alteracion de los niveles hormonales puede contribuir a

una mayor probabilidad de desarrollar un carcinoma prostatico (192).

Castafio-Vnyals y colaboradores (193) realizaron una comparacion de la DAG, tanto DAGas como
DAGap, entre pacientes a los que se les habia diagnosticado un carcinoma prostatico y aquellos que
presentaban una diagnosis de hiperplasia prostatica benigna. Ambas distancias fueron mas cortas en
el grupo con cancer respecto al grupo sin cancer (DAGap: 119.4 vs 124.9; DAGas: 34.8 vs 35.6,
respectivamente), pero sélo se encontro significancia estadistica en la DAGap y no en la DAGas (p=
0.03 y p= 0.71, respectivamente). Otro estudio, recientemente publicado, realizado sobre una
poblacion turca (194) mostr6 datos totalmente contradictorios al estudio espafiol, evidenciando que
los pacientes con carcinoma prostatico presentaban una DAGap mas larga que aquellos pacientes sin
carcinoma, resultando esta diferencia estadisticamente significativa (139 + 13.1 vs 125.8 + 17.3, p
<0.001, respectivamente). Debido a los datos tan contradictorios se necesitan de mas estudios para

verificar estos datos.

Actualmente no hay disponible en literatura ningun estudio que correlacione la DAG con el riesgo
de desarrollar un TTCG, siendo este el inico componente del SDT que no se ha sido relacionado con

la DAG.
1.4.5. Variaciones genéticas y distancia anogenital.

Eisenberg evalud el polimorfismo CAG en un total de 195 varones y su posible relacion con la DAG.
No se demostrd una relacion lineal entre la DAG y el nimero de repeticiones CAG, pero después de

realizar un modelo estratificado segun el nimero de repeticiones CAG se determind que aquellos
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sujetos con un nimero de repeticiones CAG mayor de 26 presentaban una DAG mas corta respecto
a los varones con un ndamero de repeticiones CAG menor de 26 (32.4 vs 41.9 mm, p= 0.01,
respectivamente). Del mismo modo cuando la estratificacion se realiz6 segin la DAG, se encontrd
que los pacientes con una DAG menor que la mediana (40mm), presentaban un nimero mayor de
repeticiones CAG en comparacion con los pacientes con una DAG mayor a la mediana (22.3 vs 21.1

mm; p= 0.02) (195).
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2. HIPOTESIS




El TTCG es la neoplasia mas frecuente entre los hombres en edad reproductiva. El tumor
testicular es considerado un enfermedad multifactoial, donde tanto factores (epi)genéticos como

ambientales contribuyen en su etiologia.

Diferentes anomalias genéticas relacionadas con la infertilidad han sido estudiadas como
posibles factores predisponentes al desarrollo del TTCG. ElI cromosoma Y tiene un papel
fundamental para un correcto desarrollo testicular. En el cromosoma Y residen las regiones AZF
que participan en la espermatogénesis, por este motivo ha sido uno de los principales
cromosomas candidatos en relacionarlo con una mayor predisposicion al TTCG. Diferentes
estudios han analizado una posible relacion entre las deleciones completas de la region AZF del

cromosoma Yy el riesgo de TTCG, pero sin encontrar una asociacion.

Entre las deleciones parciales de las regiones AZF, la region AZFc es aquella con un mayor
interés clinico, debido a que su estructura predispone a varios reordenamientos parciales
(deleciones/duplicaciones). Entre los reordenamientos de la region AZFc, la delecién gr/gr es la
que presenta una mayor aplicabilidad clinica, dado que la delecion de esta microrregién
representa un factor de riesgo significativo en el deterioro de la espermatogénesis. La delecion
de la region gr/gr y su relacion con el TTCG esta ain en debate, debido a los resultados
contradictorios de los estudios previos. Cabe destacar que a excepcion de un estudio, con un
tamafio muestral limitado, donde se tenia informacion sobre los valores seminales tanto de los
controles como de los pacientes con TTCG, los otros estudios carecian de informacién sobre

estos valores.

La ausencia de una caracterizacion completa de los reordenamientos parciales de la region AZFc
en los pacientes afectos de TTCG y la falta de informacion sobre el fenotipo seminal de los
pacientes con TTCG portadores de la delecion gr/gr, han servido de estimulo para la realizacion
de esta tesis doctoral. Esta tesis proporciona una caracterizacion integral de los reordenamientos

parciales de la region AZFc en el TTCG, asi como de disponer de informacion adicional para
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poder determinar si el efecto de la delecion gr/gr representa un vinculo genético comun entre el

TTCG y una alterada espermatogenesis.

Por otra parte, los factores ambientales en combinacién a factores genéticos pueden provocar
una disfuncién de las células de Sertoli y las células de Leydig fetales, mediante un desequilibrio
hormonal. Principalmente la actividad antiandrégena de los disruptores ambientales son los
responsables de un desarrollo anormal del sistema genitourinario en el vardén y, por lo tanto, han

sido propuestos como factores cruciales en la etiopatogenesis del SDT.

La DAG es un parametro antropométrico, considerado como un biomarcador de la accion
androgénica fetal. La feminizacion (acortamiento) de la DAG se ha considerado como parte del
SDT y en consecuencia se ha relacionado el acortamiento de la DAG con los diferentes
componentes del SDT. No existen estudios disponibles en literatura que hayan analizado un

posible vinculo entre el TTCG y la DAG.

Como se ha comentado anteriormente, la hipdtesis mas probable es que los factores ambientales
actian a través de unos antecedentes genéticos de cada individuo. Por lo que diferentes
polimorfismos genéticos pueden aumentar la susceptibilidad individual a los factores
ambientales. El polimorfismo (CAG)n de AR ha sido estudiado como un factor genético que
interacciona con los factores ambientales en el desarrollo del SDT. Existe una relacion inversa
entre la longitud de las repeticiones CAG vy la eficiencia de la transactivacion del AR. Los
estudios sobre el papel del polimorfismo CAG en el desarrollo de los componentes del SDT y

en relacion con la DAG son escasos e inconcluyentes.

Por todo lo expuesto, este trabajo doctoral se basa en los objetivos que a continuacion se

exponen.
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3. OBJETIVOS




Objetivo principal

El objetivo principal de la presente tesis es proporcionar el conocimiento de nuevos factores
de riesgo para el tumor testicular, para poder ofrecer un follow-up mas estrecho en aquellos
pacientes con una mayor predisposicion a desarrollar un TTCG y poder asi realizar un
diagndstico precoz del tumor. Dicho propdsito general puede desglosarse en los siguientes

objetivos especificos.

Objeivos secundarios

1. Proporcionar una caracterizacion integral de los reordenamientos parciales de la
region AZFc en pacientes con TTCG y controles sin TTCG en dos poblaciones del sur

de Europa (Espafia/ltalia).

2. Evaluar el papel de los reordenamientos de la region AZFc (deleciones/duplicaciones

parciales) en el TTCG.

2.1 Dilucidar el papel de la delecion gr/gr como factor de riesgo genético para el
TTCG en pacientes con una caracterizacion androldgica completa y en una poblacion
de estudio donde se conocen los pardmetros seminales.
2.2 Evaluar las variaciones en el dosaje del gen DAZ (como consecuencia de
deleciones parciales de la region AZFc, o duplicaciones o duplicaciones aisladas del
gen DAZ) en los pacientes con TTCG.

3. Evaluar la asociacion entre la DAG (biomarcador de la accion androgénica durante la

vida fetal) y el TTCG.
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4. Evaluar el papel del polimorfismo CAG del gen AR en relacion con la DAG y con el

desarrollo del TTCG.
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5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS
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Se realiz6 un analisis de los reordenamientos parciales de la region AZF en 497 pacientes
con TTCG y 2030 controles de dos poblaciones mediterraneas (italiana y espariola). En esta
cohorte se estudio la frecuencia de las: i) deleciones completas de la region AZFc, ii)
deleciones parciales de la region AZFc, iii) duplicaciones parciales de la region AZFc y iv)
alteraciones de la dosis del gen DAZ, ademas se proporcion0 una caracterizacion molecular

y fenotipica de los portadores de estos reordenamientos cromosomicos.

Un 3.8% de los pacientes con TTCG presentaba algun tipo de delecion parcial de la regién
AZFc respecto al 2.5% del grupo control (p= 0.078). La delecion parcial méas frecuente fue
la delecidn gr/gr (2.8% en pacientes con TTCG y 2.0% en controles), mientras que los otros
tipos de deleciones parciales de la region AZFc (b2/b3, b1l/b3, y deleciones atipicas)
resultaron ser muy raras (1.0% en pacientes con TTCG y 0.5% en controles). Al realizar las
comparaciones segun el fenotipo seminal, el mayor riesgo de TTCG se observo en pacientes
normozoospermicos portadores de deleciones parciales de la region AZFc (TTCG
normozoospermicos versus controles normozoospermicos; OR= 4.1, 95%CI: 1.8-9.3, p=
0.001). Las duplicaciones parciales de la region AZFc se observaron en un 4.6% de los
pacientes con TTCG y en un 3.7% del grupo control (p=0.232). El anélisis de la dosis génica
del DAZ, mostr6 que las alteraciones en la dosis del gen DAZ confieren un mayor riesgo de

TTCG (OR = 1.8, 95%Cl: 1.2-2.7; p= 0.004).

Para valorar la asociacion entre la DAG y el TTCG se analizaron 156 pacientes con TTCG
y 110 controles normozoospérmicos sin TTCG, a los que se les midié la DAGap y la DAGas,
ademas, se les realiz6 un analisis molecular para determinar el nimero de repeticiones CAG

en el exon 1 del gen AR.

Se observo una DAGas y DAGap significativamente mas corta entre los pacientes con

TTCG respecto al grupo control (p< 0.001 en ambas mediciones) independientemente del
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conteo de espermatozoides y la histologia testicular. Se obtuvieron unos valores de corte,
solo aplicables a nuestra cohorte, con una buena especificidad y sensibilidad para las DAGs.
Los individuos con DAGap < 130 mm y una DAGas < 53 mm (valores de corte) mostraron
un mayor riesgo de desarrollar un TTCG (OR= 4.97, 951C%: 2.01-12.33, p=0.001 y OR=

4.11, 95%IC: 1.89-8.92, p <0.001, respectivamente).
La longitud del pene fue similar entre ambos grupos, sin encontrar diferencias significativas.

No se observd una correlacion significativa entre el nimero de repeticiones de CAG y
ninguna de las dos DAG (DAGap y DAGas) (r= 0.068, p= 0.283 y r= 0.022, p= 0.724,
respectivamente). La mediana del nimero de CAG no fue diferente entre los casos y

controles (p= 0.063).
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6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION
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El TTCG es la neoplasia mas frecuente en varones de edad reproductiva (2). Presenta una
incidencia variable dependiendo de factores como la distribucion geografica, la etnia o la
familiaridad. Tanto los factores (micro)ambientales como los (epi)genéticos tienen una
importante relevancia en su etiologia (15). Los TTCG derivan de una lesion precursora
preinvasiva denominada neoplasia de células germinales in situ. Estudios epidemioldgicos
apoyan la hipdtesis de que el TTCG tiene un origen fetal y su desarrollo se debe a un fracaso
durante la diferenciacion de las células germinales primordiales a gonocito, tal diferenciacion
tiene lugar durante las primeras fases del desarrollo fetal (7). El proceso de diferenciacién de las
células germinales primordiales a gonocitos esta regulado a través de varios genes especificos,
algunos de ellos ligados al cromosoma Y. Una alteracion en la diferenciacion de las células
germinales a nivel fetal podria ser la base tanto para el desarrollo del tumor testicular como para

una alterada espermatogénesis.

En relacion al estudio de los factores genéticos relacionados con la infertilidad y que son posibles
candidatos a la predisposicion del TTCG, es de gran importancia, la regién AZFc, localizada en
el brazo largo del cromosoma Y. En esta region AZFc hay localizados genes que estan
involucrados en la regulacion de la espermatogénesis, del mismo modo, algunos genes de la
region AZFc se encuentran expresados especificamente en las células germinales masculinas.
La causa de origen genético mas frecuente, y de la que se tenga un mayor conocimiento en la
actualidad, de oligo/azoospermia son las microdeleciones de la region AZF (delecion de la
region AZFa, AZFb y AZFc) (87). Pero la relacién entre estas microdeleciones y el desarrollo
del TTCG ha sido descartado en previos estudios (105-107,110). Por el contrario, el papel de la
delecion gr/gr (que consiste en la delecion de parte de la region AZFc) en el desarrollo del TTCG
sigue estando en debate y existe actualmente resultados contradictorios respecto a su asociacion
(110-112). Un gran estudio multiétnico realizado por Nathanson y colaboradores (111) analiz
la delecion gr/gr en 1842 pacientes con TTCG y 2599 controles sanos. Los portadores de la

delecion gr/gr eran mas numerosos en el grupo de los pacientes con TTCG respecto al grupo
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control, resultando tal diferencia estadisticamente significativa (OR= 2.1, 95%ClI: 1.3-3.6, p=
0.005), siendo aun mas fuerte esta asociacion en el subgrupo de pacientes afectos de Sm respecto
aquellos afectados por el histotipo Nsm. En un estudio posterior (112), se evalu6 a 263 pacientes
con TTCG (197 con antecedentes de TTCG en familia y 96 casos esporadicos), los autores no
pudieron demostrar una asociacion significativa para la delecion gr/gr ni para otras raras
deleciones parciales de la region AZFc entre ambos grupos. En estos dos estudios, comentados
anteriormente, no se disponia de informacion sobre la fertilidad de los pacientes ni sobre los
valores de los parametros seminales de los individuos. El Unico estudio que presentaba
informacidn sobre los valores del seminograma se basé en una pequefia cohorte italiana (n= 118)
(110). Este estudio no encontro diferencias significativas respecto a los portadores de la delecién
gr/gr entre el grupo de pacientes con TTCG y el grupo control. Por lo tanto, queda por establecer
si laasociacion entre la delecion gr/gr y el TTCG es restringida a un especifico subgrupo seminal

(sujetos con una baja concentracion de espermatozoides).

Esta tesis ha sido disefiada para evaluar el papel de las deleciones/duplicaciones parciales de la
region AZFc y especificamente en la variacion de la dosis del gen DAZ en el TTCG, realizdndose

en la mayor poblacion de estudio europea disponible hasta la fecha.

El primer objetivo era el de dilucidar el papel de la delecidn gr/gr como factor de riesgo génico
para el TTCG en dos poblaciones mediterraneas con una caracterizacion androlégica completa
y un perfecto conocimiento de los parametros seminales de los pacientes. Cuando se ponen de
manifiesto factores de riesgo relacionados con el cromosoma Y siempre se tiene que tener en
cuenta el origen étnico y geografico para evitar el sesgo de estratificacion poblacional (196). Un
potencial bias en el estudio multicéntrico de Nathanson et al. (111) era la falta de matching étnico
entre casos y controles. En consecuencia de ello, se ha tenido mucha atencion con el origen

étnico y geografico de los sujetos de la cohorte de estudio de esta tesis.
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Otra limitacion de los estudios anteriores era la carencia de informacion sobre el fenotipo
seminal de los pacientes. Los parametros seminales tanto del grupo control como del grupo de
pacientes afectos de TTCG en esta tesis eran conocidos, permitiendo evaluar el papel de la

delecidn gr/gr no sélo en relacion al TTCG sino en combinacion con la espermatogénesis.

Se ha encontrado una frecuencia similar de portadores de la delecion gr/gr entre el grupo de
pacientes con TTCG (2.8%) y el grupo control (2.0%). Este hallazgo se debe a la relativamente
alta frecuencia de la delecion gr/gr en pacientes con oligo/azoospermia idiopética (3.1%). De
hecho en estudios anteriores se ha demostrado que la delecién gr/gr es significativamente
asociada a la oligozoospermia en pacientes espafioles e italianos (85,103,104). Cuando las
comparaciones se realizan entre el TTCG y los controles normozoospermicos se encontré un
riesgo significativo (OR: 3.1, 95%Cl: 1.4-7.0, p=0.006). Sorprendentemente, el hallazgo mas
importante esta relacionado con el grupo de pacientes Nz, donde en el grupo de pacientes con
TTCG fue de 9/268 (3.4%) mientras los portadores de la delecién gr/gr en el grupo control fue

de 10/1068 (0.9%).

Estos datos sugieren que la delecion gr/gr confiere un riesgo significativo de desarollar un TTCG
independientemente del cuadro seminal, presentando la entidad de riesgo mas alto en sujetos con

TTCG normozoospérmicos (OR: 3.7, 95CI: 1.5-9.1, p= 0.006).

Un potencial factor de modulacion asociado al fenotipo seminal en la delecion gr/gr se
corresponde al tipo de gen delecionado en esta microregion genética (85). Se han examinado
como posibles predictores de patogenicidad las copias DAZ y CDY1 que se encuentran
localizadas dentro de la region AZFc. La pérdida de DAZ1/DAZ2 y CDY1A se han propuesto
como mas perjudiciales que la delecion de DAZ3/DAZ4 y CDY1B (197-199). Sin embargo esta
afirmacion no fue ratificada en un posterior estudio multicéntrico (200). Con respecto a las
copias del gen DAZ, los diferentes miembros de la familia de genes DAZ tienen un nimero

diferente de motivo de reconocimiento de ARN (RRM) y repeticiones DAZ, lo que puede
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conferirle una actividad funcional diferente a las cuatro copias de DAZ (200). Por este motivo,
se analizo la delecion de los diferentes “haplotipos” (basandose en las diferentes combinaciones
de copias de DAZ y CDY1) en los pacientes con TTCG con y sin una alteracion de la
espermatogénesis y entre las diferentes histologias tumorales. Ademas, se cuestiono si la
delecidn de los diferentes haplotipos en los pacientes con TTCG eran diferentes a los controles
y especialmente en relacion con el tipo de copias DAZ Y CDY1 eliminadas. Once pacientes con
TTCG (78.6%) presentaron una delecion de CDY1A, siendo esta delecion la mas frecuente en
cualquier subgrupo (segun sea el fenotipo seminal o el tipo histoldgico tumoral). Igualmente se
encontrd que la delecion CDY1A era la méas frecuente en el grupo control de pacientes sanos
(77.8%). Con respecto a los diferentes tipos de deleciones en funcion del tipo de copias del gen
DAZ, no hubo ningun tipo de delecion predominante en el grupo de pacientes con TTCG, de
igual forma no se encontrd ningun tipo de delecion predominante basandonos en el fenotipo
seminal o el tipo histologico tumoral, lo mismo ocurrié en el grupo control de pacientes sanos.
Estos datos indican que en los portadores de la delecién gr/gr el tipo de copias delecionadas de
los genes CDY1 o DAZ es irrilevante desde el punto de vista de la produccion espermatica o el
tipo histologico. Del mismo modo, el tipo de “haplotipo” delecionado, que es definido por el
tipo de copia DAZ o CDY, no fue diferente entre el grupo de pacientes afectos de TTCG y el

grupo de individuos sin TTCG.

Ademas de las deleciones gr/gr se identificaron otros tres tipos de deleciones en la cohorte de
pacientes afectos de TTCG (b2/b3, bl/b3 y deleciones atipicas). La frecuencia de estas
deleciones fue extremadamente rara tanto en el grupo de pacientes con TTCG como en el grupo
de sujetos sin TTCG (0.6% vs. 0.4%, 0.2% vs 0.0%, 0.2% vs. 0.2%, respectivamente), por lo que
aun queda por establecer su papel en el desarrollo del TTCG, si es que tienen algun tipo de

implicacion.

82



Aunque los estudios de asociacion casos/controles precedentes no pudieron llegar a una
conclusién univoca de la hipotética dosis génica “Optima” de AZFc necesaria para una
espermatogénesis normal (99,103,104,200), se hipotiza que la dosis génica “Optima” es la
dosis que se encuentra en mas del 90% de los hombres de la poblacion general (constituida
por cuatro copias de DAZ y dos copias de CDY1) (201). Las duplicaciones parciales en la
region AZFc comportan un aumento en el nimero de copias del gene DAZ o0 CDY1 (més de
4 copias para DAZ y més de 2 copias para CDY1, respectivamente). Por lo tanto, la hipétesis
de trabajo fue un posible efecto predisponente al desarrollo del TTCG segun las variaciones
de dosis génica (no sélo en el déficit sino también considerando un exceso). La frecuencia
de duplicaciones parciales de la region AZFc fue de un 4.6% de los pacientes con TTCG,
mientras que la frecuencia en el grupo control fue de un 3.7%. Por lo tanto, al contrario que
en la delecion gr/gr, no se pudo detectar un vinculo estadisticamente significativo entre las

duplicaciones parciales de la regién AZFc y el riesgo de desarrollar un TTCG.

Evaluando por separado la dosis génica del gen DAZ (deleciones parciales, duplicaciones de
la regién AZFc o duplicaciones aisladas del gen DAZ), se encontrd que los pacientes con
TTCG presentan una mayor frecuencia de alteraciones de la dosis génica del gen DAZ (un
namero diferente de 4 copias del gen) respecto al grupo control (10.3% vs. 7.8%). Esta
diferencia resulta significativa si se comparaba todo el grupo de pacientes con TTCG versus
el grupo de sujetos control Nz (10.3% vs. 6.0%, p= 0.004). Estos datos indican que las
alteraciones en la dosis del gen DAZ en pacientes Nz confiere un doble riesgo de desarrollar

un TTCG (OR= 1.8, 95%Cl; 1.2 - 2.7).

El vinculo biologico entre las variaciones de la dosis génica de la region AZFc
(especialmente su reduccion debido a las deleciones) y la tumorogénesis testicular sigue

siendo desconocido. Una hipdtesis podria ser que la dosis del gen DAZ pueda influir en la
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diferenciacion de los gonocitos. De hecho, se ha demostrado que el gen DAZ esté presente
tanto en el nucleo como en el citoplasma de los gonocitos fetales y en el nucleo de las
espermatogononias (202). Por lo tanto, variaciones en la dosis del gen DAZ pueden
desempefiar un papel importante en la etiologia del TTCG. Otra posible explicacion, es que
la “fragilidad”, expresada a través de la presencia de deleciones/duplicaciones en el
cromosoma Y, sea considerada como un marcador de una “inestabilidad genémica” general,

provocando un potencial riesgo para un desarrollo tumoral, incluyendo al TTCG.

En relacidn a los factores ambientales vinculados en la etiopatogénesis del TTCG, se ha
evidenciado que en los ultimos cincuenta afios se ha producido un incremento en la
incidencia de cuatro diferentes condiciones patoldgicas tales como criptorquidia,
hipospadias, TTCG y reduccién de la calidad seminal. Del mismo modo se determind que
estas condiciones patoldgicas estaban interrelacionadas entre ellas, comportando un mayor
riesgo de desarrollar alguna de las condiciones patoldgicas o de una tendencia en aumento y
en paralelo, de las cuatro condiciones patoldgicas. Las evidencias de una etiopatogénesis
comun entre criptorquidia, hipospadias, TTCG y reduccion de la calidad seminal impulsaron

a la postulacion en 2001 de un unico sindrome denominado SDT (115).

La etiopatogenesis del SDT es debida a una alteracion de la accion androgénica durante el
periodo fetal, especificamente durante el periodo llamado Masculinization programming
window (MPW). Durante este periodo, una alteracién de la accién androgénica compromete
el desarrollo y la funcién de las células de Leydig y las células de Sertoli. Este mal
funcionamiento celular provocaria un desarrollo anormal del sistema reproductivo
masculino, expresandose asi las diferentes manifestaciones clinicas del SDT en el
nacimiento o durante la infancia o durante la edad adulta (115). Estudios en humanos

determinaron que la exposicion a algunos disruptores endocrinoldgicos durante el desarrollo
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fetal estaban relacionados con algunos componentes del SDT (especialmente aquellos que
eran diagnosticados al nacimiento), incluso se ha demostrado altos niveles de algunos de
estos compuestos quimicos en individuos afectados por el SDT o en sus madres (126). Sin
embargo, el vinculo directo entre la exposicion a EDC durante el desarrollo fetal y el
desarrollo de los componentes del SDT de aparicidn tardia (espermatogénesis alterada y

TTCG) aun no estan claros.

La DAG ha sido propuesta como un parametro antropométrico capaz de reflejar una correcta
accion androgénica durante el periodo critico fetal del desarrollo testicular (203). La DAG
es dos veces mas larga en varones respecto a las mujeres, esta afirmacion apoyaria que la
DAG presenta una dependencia a los andrdgenos durante su desarrollo (169,186). En
roedores, la DAG es un marcador bien establecido y sensible a la exposicién fetal de los
disruptores endocrinos, asociandose a una DAG mas corta a aquellos ratones con una mayor
exposicion a estos disruptores (125,204,205). Son pocos los estudios realizados en humanos,
pero se ha informado de una asociacién similar a la encontrada en los modelos animales,
donde una exposicién fetal a los disruptores se corresponde con una longitud menor en la
DAG (161,166-171,173,178). Por estas razones la DAG corta ha sido reconocida como parte
del SDT (116). Se ha demostrado una clara asociacion entre la criptorquidia y el hipospadias
con una longitud maés corta de la DAG (183), mientras que hay resultados discordantes en
relacién con los valores seminales. El posible vinculo entre la DAG y el TTCG nunca ha

sido abordado, hasta el momento.

El segundo objetivo de esta tesis doctoral era proporcionar nuevos conocimientos sobre el
TTCG dentro del contexto del SDT, para ello se valord la existencia de una relacion entre la

DAG y el TTCG en varones adultos. Para tal proposito se midieron dos variantes de la DAG,
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DAGas y DAGap, en 156 pacientes con TTCG y 110 controles sin TTCG, todos los sujetos

del estudio proceden de un mismo origen étnico (espafioles caucasicos).

Los resultados de esta tesis reportaron una asociacion entre la DAG corta y el TTCG. Se
identificaron valores medios significativamente mas cortos de DAGap y de DAGas en los
pacientes con TTCG respecto aquellos individuos sanos (DAGap en el grupo control fue de
140.9 mm vs 131.1 mm en el grupo de pacientes con TTCG, p<0.001; DAGas en el grupo
control fue de 55.5 mm vs 50.5 mm en el grupo de pacientes con TTCG, p<0.038). Este
fendmeno se observé independientemente de la histologia tumoral, asi como de la calidad
seminal de los pacientes (valores seminales). De hecho, tanto en pacientes con TTCG Nz u
oligo/azoospérmicos presentaron DAG significativamente mas bajas respecto a los controles
sin TTCG Nz. Después de realizar un analisis ROC y mediante el calculo del indice de
Youden, se identifico unos valores de corte de las distancias anogenitales que proporciona
una prediccion del desarrollo del TTCG con la mejor especificidad y sensibilidad. En esta
cohorte de estudio los valores de corte ideal para predecir un mayor riesgo para desarrollar
un TTCG correspondieron a una DAGap inferior a 130 mm y una DAGas inferior a 53 mm.
En esta poblacién de estudio, los individuos por debajo de estos umbrales tienen 5y 4 veces
mas riesgo de desarrollar un TTCG (DAGap: OR= 4.97, 95%Cl: 2.01 - 12.33, p= 0.001 y
DAGas: OR= 4.11, 95%ClI: 1.89-8.92, p<0.001). EIl riesgo de tumor testicular fue
ligeramente mayor en pacientes normozoospérmicos, alcanzando un riesgo de 4.7 veces
mayor para una DAGap inferior a 130 mm y un aumento de 6 veces para una DAGas inferior
a 53 mm. Estos OR relativamente altos podrian derivarse del hecho de que los controles son
sujetos altamente seleccionados con ausencia total de cualquier componente del SDT. Sin
embargo, el analisis de subcohortes muestra que incluso cuando los casos y los controles son
comparables por edad, IMC y ndmero total de espermatozoides, se mantiene

significativamente menor la DAG en los pacientes respecto al grupo control.
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Més del 50% de los pacientes con TTCG presentan valores por debajo del umbral de corte
en la DAG, por lo que se supone que la disrupcion androgénica durante el MPW puede ser

un importante factor etiologico en una alta proporcion de estos pacientes.

Curiosamente, una DAG corta no solo se observo en varones oligo/azoospérmicos sino
también en hombres con TTCG normozoospérmicos. Por lo que se puede especular que
diferentes EDC pueden actuar durante la vida fetal del paciente con TTCG con o sin
alteracion de la espermatogénesis. De hecho, se conoce mediante modelos animales que
diferentes EDC no siempre conducen a los mismos componentes del SDT (206). Si bien los
datos necesitan claramente una validacion posterior en poblaciones de estudio
independientes, se sugiere que la DAG, definida como un pardmetro antropométrico para la
accion androgénica durante el desarrollo testicular fetal, esta significativamente relacionada

conel TTCG.

Debido a que tenemos disponibles los parametros seminales de los pacientes en estudio, se
pudo evaluar no solo la asociacion de la DAG y el TTCG, sino que también se analiz6 la
relacion entre la DAG y la espermatogénesis. Se reportd una asociacion positiva entre ambas
DAG vy los parametros seminales (nimero total de espermatozoides y el nimero total de
espermatozoides maviles). Sin embargo solo se alcanzo la significancion estadistica para la
DAGap (p<0.001 en el caso del namero total de espermatozoides moviles y una p= 0.001
para el numero total de espermatozoides mdviles), mientras que para la DAGas sélo se
mostr6 una asociacion cercana a la significacién en relacion con el nimero total de
espermatozoides moviles (p= 0.057). En referencia a la DAGap, la mayoria de los estudios
previos informaron de una asociacion positiva respecto al numero total de espermatozoides
pero sin alcanzar una significancia estadistica (174,189,190,207). Existen también datos

respecto a la DAGas, en donde algunos estudios informaron de una asociacion positiva, con

87



una significancia estadistica, entre la DAGas y el nimero total de espermatozoides y con
respecto al nimero total de espermatozoides moviles (174,190,208). Estos resultados tan
controvertidos y discordantes, que existen actualmente en literatura, pueden derivarse del
hecho de que los pardmetros seminales pueden estar influenciados por varios factores, como
son las alteraciones genéticas o factores ambientales/hormonales que acttan después de la
vida fetal. Por lo tanto, no todos los casos de mala calidad seminal se deben a un SDT, ya
que diferentes factores genéticos especificos o exposiciones ambientales en la edad adulta
pueden afectar a una correcta espermatogénesis, confundiendo la asociacion entre DAG y

parametros seminales (209).

En concordancia con un estudio chino (207), se identificé una correlacion negativa entre la
DAGap Y los niveles de testosterona total. Debido a que los niveles de testosterona en suero
se ven afectados negativamente por el IMC en nuestros datos (r= -0.215, p= 0.001) y en
otros estudios (207,210,211), se realiz6 un andlisis multivariado después de ajustarlo por el
IMC. Anéalogamente, con el estudio de Zhou y colaboradores (207), se perdié la correlacion
entre la DAGap y los niveles de testosterona después del ajuste por el IMC (5= -0.108, p=
0.060). En lo que respecta a la DAGas, no se observd una correlacion estadisticamente
significativa entre la DAGas Yy los niveles de testosterona, confirmando lo observado en

precedentes estudios realizados sobre poblacion general (189,190,207).

Se conoce la capacidad de modulacién que presenta el polimorfismo CAG del gen AR en la
transactivacion del receptor androgénico, por lo que varios estudios se han centrado en
analizar la relacion entre este polimorfismo y los diferentes componentes del SDT. El
polimorfismo CAG representa un clasico ejemplo de como un factor genético puede modular
el efecto de los factores ambientales. Por lo que el tercer objetivo de esta tesis doctoral

consistio en analizar el papel del nimero de repeticiones (CAG)n del receptor androgénico
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(AR) en relacion con la DAG y el TTCG. Los datos obtenidos no mostraron diferencias
estadisticamente significativas de los valores medios de repeticiones del (CAG)n AR entre
los pacientes con TTCG respecto a los controles sanos. Estos resultados se encuentran en la
misma linea con los datos presentados en un reciente meta-analisis (160). Con respecto a la
relacién entre el nimero de repeticiones CAG vy la longitud de la DAG tampoco se encontrd
ningun tipo de vinculo. En literatura, sélo existe un estudio que analizo la asociacion entre
el nimero de repeticiones CAG y las DAG. Los autores de este estudio no encontraron una
relacién lineal entre ambos parametros pero observaron una mayor frecuencia de varones
con una DAG mas corta dentro del grupo de individuos con un numero de repeticiones CAG
mayor a 26 (195). Los datos de esta tesis no pueden confirmar dicha asociacion,
encontrandonos en discordancia con los datos proporcionados por Eisenberg y colaboradores

(195).

La falta de un importante efecto del polimorfismo CAG del AR en relacion al TTCG como
a la DAG indica que es poco probable que la sensibilidad del AR sea el Gnico factor
involucrado en la etiopatogénesis de estas alteraciones. De hecho, es probable que existan
otros factores genéticos involucrados en el correcto desarrollo genital fetal y que no estén
mediados por la accion androgénica. Sin embargo, se necesitan mas estudios para

comprender mejor el papel del polimorfismo CAG del AR en el desarrollo de la DAG.

En conclusion, los datos de esta tesis proporcionan la evidencia de que la delecion gr/gr es
un factor de riesgo para el TTCG y que en caso de ser portador de la delecion en
normozoospermia el riesgo de desarrollar un TTCG es de casi cuatro veces mayor respecto
a los no portadores de la delecion. La asociacion observada entre la delecion gr/gry el TTCG
en pacientes Nz, sugiere que esta delecion es un factor independiente de una

espermatogénesis alterada. En linea con estas conclusiones, un reciente estudio
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epidemioldgico mostro un mayor riesgo de TTCG en familiares de primer grado con valores
seminales normales (212). De igual forma, esta tesis evidencia por primera vez la asociacion
entre DAG y el TTCG. Se ha demostrado que una corta DAG confiere un riesgo significativo
mayor de desarrollar un TTCG, que puede variar entre 4 y 5 veces mas dependiendo de la
DAG (DAGas y DAGap, respectivamente). Los datos apoyan la teoria del SDT e indican
que el desequilibrio de las hormonas sexuales durante el desarrollo fetal juega un papel
importante en el desarrollo del TTCG. Los datos también sugieren a la DAG como un nuevo
y relevante biomarcador del TTCG.

La identificacion de estos nuevos factores de riesgo tanto genéticos como antropometricos
ligados a factores ambientales para el TTCG tiene una relevancia clinica, ya que aumenta el
poder predictivo del riesgo junto a los factores clinicos ya conocidos como la infertilidad,
microlitiasis testicular, atrofia testicular, criptorquidia, etc.... El follow-up estrecho de los
pacientes con un alto riesgo de TTCG permite el diagnostico precoz de la neoplasia en un
estado inicial, con la consiguiente disminucion de la dosis de quimiterapia, permitiendo una

supervivencia del paciente sin efectos secundarios severos de la terapia citostatica.
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7. CONCLUSIONES




En la cohorte caucasica mas amplia hasta ahora analizada en la literatura donde se ha

analizado los reordenamientos de la region AZF del cromosoma Y y mas detalladamente los

reordenamientos parciales de la region AZFc se han observado las siguientes conlcusiones:

1.

Las deleciones completas AZF no representan un factor de riesgo para el TTCG,
mientras que las deleciones parciales de la region AZFc confieren un riesgo
significativo de TTCG (OR: 4.1, 95%CI: 1.8-9.3, p=0.001).

La delecion gr/gr confiere un riesgo de casi 4 veces mayor (OR: 3.7, 95%CI: 1.5-
9.1, p=0.006) de desarrollar un TTCG. Siendo este riesgo independiente de los
parametros seminales.

No se ha encontrado asociacion entre un mayor riesgo de desarrollar un TTCG y
otras deleciones de la region AZFc (b2/b3, b1/b3 o deleciones atipicas) o entre las
duplicaciones parciales de la regién AZFc.

El tipo de copias delecionadas de los genes CDY1 o0 DAZ es irrilevante desde el punto
de vista de la produccion espermatica o el tipo histologico tumoral. Alteraciones en
la dosis génica del gen DAZ en pacientes Nz confiere un doble riesgo de desarrollar

un TTCG.

Por la primera vez en la literatura se ha abordado el tema de la relacion entre DAG y TTCG,

con el siguente resultado:

5. Se ha evidenciado una asociacion entre una corta DAG y un mayor riesgo de

desarrollar un TTCG. Determinandose, para nuestra poblacion de estudio, un valor
de corte tanto en la DAGap y DAGas (<130 mm y < 53 mm, respectivamente) que
confiere un riesgo significativamente mayor de desarrollar un TTCG (DAGap:
OR:4.97, 95%IC: 2.01-12.33, p=0.001; DAGas: OR:4.11, 95%CI: 1.89-8.92,

p<0.001).
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6. No se encontré diferencias entre el numero de repeticiones del polimorfismo CAG
del gen AR entre casos y controles. No se demostré ningun vinculo entre las DAG y

el nimero de repeticiones CAG.
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8. LINEAS DE FUTURO QUE SE DESPRENDEN DE LA

INVESTIGACION
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Esta tesis doctoral proporciona nuevos factores de riesgo para el Tumor Testicular de células
germinales. Los pacientes portadores de la delecion gr/gr o con una distancia anogenital
corta se verian beneficiados de un follow-up androldgico a largo plazo con el objetivo de
realizar un diagnostico precoz del tumor. Se plantea un estudio prospectivo con un
seguimiento activo de los pacientes infértiles portadores de la delecién gr/gr y/o con una
distancia anogenital corta, para determinar el eventual valor predictivo de estos nuevos
factores de riesgo en el diagnostico del tumor testicular.

Adicionalmente, estos dos factores de riesgo (delecion gr/gr y DAG corta) podran
convinarse junto con los SNPs actualmente validados y futuros relacionados con el TTCG y
con otros factores de riesgo clinicos como la microlitiasis testicular, la hipospadias o la
criptorquidia con el objetivo de crear una puntuacién de riesgo (risk score) mejorado para el
TTCG.

Un diagndstico precoz basado en el screening de los citados factores de riesgo, permitiria
limitar el nimero de ciclos y por consiguiente reducir las consecuencias sobre la salud

general que generan los tratamientos citotdxicos a corto y a largo plazo.
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