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La frecuencia del cancer testicular es menor del 1% de todas las lesiones malignas en el
hombre.*® Los tumores de células germinales testiculares (TCGT) son el tipo de cancer mas
frecuente en hombres de 20 a 35 afios de edad.* En la de la Gltima década, la incidencia anual
de cancer testicular fue de 2,9 por cada 100.000 hombres de raza blanca y de 0,8% en el grupo
de hombres afro-americanos, sin embargo, incluso se ha sugerido que la incidencia de TCGT
puede alcanzar la alarmante cifra de un caso por cada 500 hombres, aunque la incidencia varia
segun las areas geograficas. En Europa del Este, la incidencia se ha duplicado en los tltimos 50
afos, lo que sugiere que en el desarrollo de los tumores testiculares estan implicados factores
ambientales y genéticos.® Ciertos paises tienen mayor incidencia, como Suiza, paises
Escandinavos, Alemania y Nueva Zelanda, y mas baja Asia y Africa. La etiologia del cancer
testicular esporadico comun implica factores ambientales que incluyen el estilo de vida
materno y posiblemente una exposicion temprana a alteradores endocrinos. Los efectos de los
factores ambientales parecen estar modulados por la variacion gendmica (polimorfismos),
explicando, asi, la susceptibilidad individual y la diferente incidencia de céncer testicular en la

poblacion.?!

El1 90% de los tumores testiculares corresponden al grupo de TCGT. La mayor incidencia
de TCGT se observa entre los 15 y 34 afios de edad: mientras que el segundo grupo de edad de
presentacion ocurre en individuos ancianos, entre los 80 y 90 afios de edad. Pero con todo, en
ancianos los TCGT son extremadamente infrecuentes y su comportamiento €s menos

.28
agresivo.

Los TCGT son los tumores mas comunes en el adulto joven, y se desarrollan como
consecuencia de una transformacion neoplasica de las células germinales primordiales (PGC)
también denominadas como gonocitos embrionarios. Esto es, se piensa que los TCGT del
adulto provienen de una célula precursora tumoral.®**** A pesar de que su origen es una célula
presente ya desde la primera semanas de gestacion, el tumor suele manifestarse clinicamente
después de la pubertad, objetivandose células germinales malignas en el interior de los tubos
seminiferos, las cuales han sido denominadas células de Carcinoma in sifu Testicular, termino
ya completamente reconocido en la literatura médica internacional con las siglas de
CIS.31133263 Recientemente en USA se ha denominado a las células del CIS bajo el término de
neoplasia intratubular de células germinales inclasificada (ITGCNU), sin embargo en Europa,

tanto en las publicaciones cientificas como en la jerga clinica, persiste el uso del término CIS.



Introduccion 3

Los TCGT se clasifican en dos grandes grupos bien establecidos: seminomas y TCGT no
seminomas; ambos grupos tienen diferencias clinicas y terapéuticas. En la actualidad estd
completamente establecido que el carcinoma in situ (CIS) testicular es el precursor comun de
todos los tumores malignos de células germinales de adolescentes y adultos, esto es, de los
seminomas y de los no seminomatosos.”2"** Sin embargo, la clasificacion de los TCGT
desarrollados en nifios ha sido motivo de numeraos controversias, dado que en este grupo de
edad se mantienen como grupos especiales de TCGT, de modo que en nifios se considera, de
una parte a los teratomas, y de otra al denominado tumor de seno endodérmico de tipo infantil,
el cual se presenta a todo lo largo de la edad pediatrica, desde nifios recién nacidos, hasta el
periodo prepuberal. De otra parte, en hombres viejos también se puede desarrollar otro tipo
especial de tumor testicular, denominado seminoma espermatocitico. Dado que se han descrito
anomalias cromosomicas distintas en estos diferentes tipos de tumores testiculares, se sugiere

que se trate de entidades de diferente histogénesis."*"'>*

Un alto porcentaje de TCGT, incluido el CIS, se desarrollan en pacientes que tienen
alteraciones del desarrollo embrionario de los genitales internos y externos, siendo frecuente la
presencia de criptorquidia e hipospadias, por ello, se ha definido un nuevo sindrome que se
denomina sindrome de disgenesia testicular.?"*® También se han descrito TCGT en otros
sindromes asociados a malformaciones y cromosomopatias, tales como la disgenesia gonadal
mixta (45,X/46,XY) y la disgenesia pura (46,XY).**?*® Existen diferencias entre la poblacion
general® y la de paises como Dinamarca, en el que la incidencia de cancer testicular es alta y se
asocia con un mayor nimero de malformaciones testiculares, las cuales se acompafian de
infertilidad en hombres jovenes, con recuentos espermaticos bajos;*** por el contrario, en
Finlandia, la incidencia de cancer testicular es tres veces menor’ y las malformaciones
genitourinarias son relativamente infrecuentes;*** asi mismo, la concentracion de
espermatozoides de la poblacion de Finlandia es significativamente mas alta que en

Dinamarca. 313!

Avances inmunohistoquimicos y moleculares recientes confirman que el CIS se origina

en los gonocitos, los cuales tienen muchas de las caracteristicas de las células germinales
. . 10,223,238,264 iy . S : .

primordiales. En efecto, la detencion de la diferenciacion de la célula germinal es el

primer evento clave que sucede a la transformacion y al cancer de células germinales en

adultos jovenes, lo que ocurre generalmente después de la pubertad. En la mayoria de los casos
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con CIS se asocia una parada o retraso de la diferenciacion de las células germinales,
desarrollandose asi el denominado sindrome de disgenesia testicular, un sindrome complejo y
multifactorial de amplio espectro de fenotipos, que comprende desde un deterioro moderado de
la espermatogénesis hasta alteraciones graves del desarrollo y diferenciacion sexual. Los casos

, . L. e
mas graves se deben a aberraciones genéticas hereditarias.

Se sugiere que el CIS se origina a partir de células germinales diploides durante la vida
fetal. E1 CIS se inicia con una aneuploidia acompanada de una extensa inestabilidad
cromosomica. En los tumores seminomatosos y no seminomatosos existen muchas alteraciones
genomicas en las mismas regiones, aunque su frecuencia es variable y los niveles de expresion
génica de los dos subtipos histologicos son bastante distintos.?*® Asimismo, los dos subtipos
histologicos tienen bastante diferencia epigendmica, lo cual se hace evidente por sus diferentes
patrones de expresion génica. El CIS se desarrolla de células que tienen el fendmeno de
“imprinting”, ademas, el genoma del seminoma estd menos metilado, en comparacion con el
genoma de los tumores no seminomatosos. Con la tecnologia de microarray de alto
rendimiento, ya se han localizado con toda precision varios genes implicados en TCGT; sin
embargo, aun no se sabe de qué manera se regulan y desregulan los genes especificos y sus

vias, durante las diferentes etapas de la tumorogénesis de los tumores germinales.

Probablemente, la aneuploidia precede a la expresion completa del fenotipo del CIS. Esto
es particularmente importante si se tiene en cuenta la heterogeneidad citologica de la

espermatogonia infantil normal,"*®

por ello, deben analizarse cuidadosamente las células
germinales en las biopsias de los testiculos disgenéticos o criptorquidicos. Cuando este cambio
no es obvio, se recomienda utilizar densitometria de DNA para confirmar o descartar su
naturaleza neoplasica. Se ha sugerido que el primer cambio reconocible en la tumorogénesis de
las células germinales es la poliploidia de las células germinales fetales, seguido de pérdida de
cromosomas y otros cambios como hiperdiploidia, aneuplodia o triploidia.*® Todos estos
hallazgos determinarian la expresion del fenotipo tipico del CIS en las células germinales

aisladas y dispersas en los tubulos seminiferos infantiles que, posteriormente, en el adulto,

proliferan al patron clasico del CIS.

La clasificacion del CIS incluye el tipo indiferenciado (ITGCNU) y también otras formas
especificas como son el seminoma y el carcinoma embrionario intratubular. El seminoma

intratubular se ha considerado como precursor primariamente del seminoma clasico puro y
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también de aquellos TCGT mixtos con componente seminomatoso, pero también se observo
patrones de seminoma intratubular en TCGT mixtos con componente no seminomatosos. El
carcinoma embrionario intratubular se ha encontrado exclusivamente en tumores no
seminomatosos, todos los casos de carcinoma embrionario intratubular fueron identificados por
sus caracteristica morfologia nuclear."*® La presencia de seminoma intratubular en tumores no
seminomatosos sugieren que es una lesion realmente pre-invasiva, mas que una manifestacion
de la diseminacién intratubular de un seminoma previamente establecido. La baja incidencia de
carcinoma embrionario intratubular estd en consonancia con la teoria de que muchos de los
TCGT no seminomatosos se originan inicialmente en los seminomas, mas que directamente a
partir de una lesion ITGCNU."® Y esta hipotesis se basa en la asociacion de ITGCNU con los
distintos tipos de TCGT; en concreto, la presencia de IGCNU se ha observado en el 88% de los
casos de TCGT, de otra parte, el seminoma intratubular y el carcinoma embrionario se ha
encontrado, respectivamente, en el 19% y 7% de los casos. Aunque se reconoce que el
ITGCNU es un precursor de los tumores germinales, la asociacion de los tipos especificos con
su contraparte invasora no estd aun bien establecida."*® De hecho, las células preinvasivas del
cancer testicular tienen caracteristicas morfoldgicas especificas, las cuales pueden utilizarse
para un primer diagnostico basado en el analisis morfologico. A veces, este analisis puede
verse apoyado por el empleo de técnicas inmunohistoquimicas, utilizando el marcador
inmunohistoquimico OCT3/4, el cual tiene elevada especificidad y sensibilidad para el

diagnostico de ITGCNU y ademas permite caracterizar esta lesion en fases preinvasivas.*””

Clasificacion de los Tumores Testiculares

Numerosas clasificaciones de los tumores testiculares han sido utilizadas durante la
segunda mitad del siglo XX, con base en los trabajos de investigadores relevantes como:
Friedman y Moore’® Dixon y Moore® y Mostofi y Price."®” En muchos paises de Europa, se
utiliz6 en la segunda mitad del siglo XX la clasificacion propuesta por el Grupo Britanico de
Tumores Testiculares (BTTP), cuya division mdas importante se centraba en considerar dos
grandes grupos: el seminoma y el teratoma, y este ultimo se dividia, a su vez, en
indiferenciado, intermedio y trofoblastico. Por otra parte, el Instituto de las Fuerza Armadas de
Patologia de los Estados Unidos de Norteamérica en 1999 publicé una clasificacion casi
definitiva que en los ultimos afios ha sido ampliamente utilizada en USA y la mayoria de los

paises del mundo (Tabla 1), reemplazando a la clasificacion mas admitida en Europa, la



Introduccion 6

britanica BTTP, ya que ésta tltima agrupaba tumores de diferentes subtipos y con diferente
comportamiento biologico y ademas las categorias histologicas no se correlacionaban con los
marcadores séricos, que son la base en el momento actual del seguimiento de estos pacientes y

de la valoracion de la respuesta a los distintos tratamientos.

Tabla 1. Clasificacion de los Tumores Testiculares

Tumores de Células Germinales con Mas

Tumores de Células Germinales de Un Tipo Histolégico

Lesiones precursoras Tumor de células germinales mixto
NITG NOS Poliembrioma
NITG tipo especifico Embrioma difuso

Tumores de Células Germinales de Un | Tumor de células germinales en regresion
Tipo Histologico

Solo cicatriz

Seminoma Cicatriz con NITG

Variante: con células del sincitotrofoblasto Cicatriz con un pequeilo residual de cualquier tipo de

. . tumor
Seminoma espermatocitico

Variante: con componente sarcomatoso; tipo | Tumores de los Cordones Sexuales-Estromales

anaplasico
Tumor de células de Sertoli

Carcinoma embrionario Variante: de células grandes esclerosante,
Tumor de senos endodérmicos calcificante
Tumores trofoblasticos Tumor de células de Sertoli-Leydig

Coriocarcinoma Tumor de células de Leydig

Tumor del sitio placentario Tumor de células de la granulosa

No clasificado Tipos: adulto y juvenil
Teratoma Tumores del grupo Fibroma-Tecoma

Teratoma maduro Mixtos

Variante: quiste dermoide No clasificables

Teratoma Inmaduro Tumores mixtos germinales y de los cordones sexuales

Teratoma con malignizacion secundaria Gonadoblastoma

Teratoma monodérmico No clasificable

Carcinoide
Tumor neuroectodérmico primitivo

Otros

NITG NOS: Neoplasia Intratubular Germinal No Especifica. Tomada de Ulbrigth et al.?’.
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Tabla 2. Clasificacion Histologica de los Tumores Testiculares WHO 2004 de la Organizacion

Mundial de la Salud

Tumores de Células Germinales

Neoplasia intratubular de células germinales, inclasificada 9064/2"

Otros tipos

Tumores de Un Tipo Histologico (Formas Puras)

Seminoma 9061/3
Seminoma con células sincitiotrofoblasticas
Seminoma espermatocitico 9063/3
Seminoma espermatocitico con sarcoma
Carcinoma Embrionario 9070/3
Tumor de saco vitelino 9071/3
Tumores trofoblasticos
Coriocarcinoma 9100/3
Neoplasmas trofoblasticos diferentes del coriocarcinoma

coriocarcinoma monofasico

Tumor trofoblastico del sitio placentario 9104/1
Teratoma 9080/3
quiste dermoide 9084/0

Teratoma monodérmico

Teratoma con malignizacion de tipo somatico 9084/3

Tumores de Mas de Un Tipo Histologico (Formas Mixtas)

Carcinoma embrionario mixto y teratoma 9081/3
Teratoma mixto y seminoma 9085/3
Coriocarcinoma y teratoma/carcinoma embrionario 9101/3
Otros

' Codigo morfologico de la Clasificacion Internacional de Enfermedades para Oncologia (ICD-O)

{808} y la Nomenclatura Sistematizada de Medicina (http://snomed.org). El comportamiento se

codifica como /0 para tumores benignos, /2 para carcinomas in situ y grado III neoplasia intraepitelial,

/3 para tumores malignos, y/1 para comportamiento limite o incierto.
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TUMORES GERMINALES

Existen numerosas enfermedades testiculares que se asocian con un mayor riesgo de
desarrollo de cancer testicular. Entre estas destacan la criptorquidia y sobretodo el denominado
sindrome de disgenesia testicular. También la infertilidad y los factores ambientales pueden
contribuir al aumento que en la actualidad se estd constatando de la incidencia del cancer

testicular. De hecho, la frecuencia de TCGT en hombres infértiles es del 0,4% al 1,1%.98

La criptorquidia es uno de los factores de riesgo mas conocidos como lesion que favorece
el desarrollo del céancer testicular, aproximadamente el 12% de las neoplasias testiculares se
, . 4 . .
desarrollan en testiculos no descendidos,” y se considera que el riesgo aumenta de 3,5 a 5
., . 89 ;
veces, en comparacion con la poblacion general,” sobre todo para el caso de los seminomas.
De los 1.500 pacientes que tenian biopsia testicular negativa para ITGCNU y que fueron
seguidos durante un periodo superior a 5 afos, solo 1 desarrolld cancer, en contraste con el

50% de los que tenian biopsia positiva para ITGCNU *2%%4

En los testiculos criptorquidicos
que posteriormente han desarrollado una ITGCNU, se ha demostrado que existen alteraciones
morfolégicas de las células germinales;'" asi, el 8% de los casos presentan espermatogonias
multinucleadas; sin embargo el 77% de estos pacientes tienen un nimero normal de
espermatogonias basales.™** Sin embargo, en otros estudios de criptorquidia, la presencia de
espermatogonias multinucleadas ocurre en el 50% de los casos (en 3 de 6 casos con CIS, y en 2
nifios con criptorquidia).™® Se ha sugerido que la presencia de células germinales
multinucleadas se debe a la parada espermatogénica,'’® ya que es bastante comun en testiculos
no descendidos.™ No obstante, no se considera que los gonocitos multinucleados sean el

equivalente del CIS, sino que parece mas probable que ambos tipos de células sean el resultado

de una diferenciacion anormal de los gonocitos.

Existe una predisposicion familiar relacionada con el cancer testicular, ya que se ha
reportado una mayor incidencia de tumores germinales en gemelos; de hecho, Buerger et al.,*’
en 1987, observaron un 30% en contraste con la poblaciéon general®’ y para otros grados de
parentesco el riesgo de predisposicion del cancer testicular es de un 2%.°%™*'"* Asimismo, la
disgenesia testicular, sin duda, predispone con mayor frecuencia al desarrollo de tumores
germinales invasivos, sobre todo al seminoma. Se sabe que en paciente seudohermafroditas
masculinos también se puede encontrar con cierta frecuencia la presencia de un

gonadoblastoma en un cintilla ovarica, y también cuando estos pacientes alcanzan la vida



Introduccion 9

adulta pueden desarrollar todos los tipos de TCGT. De otra parte, el 5-10% de los pacientes
con sindrome de insensibilidad a androgenos (AIS) pueden desarrollar algun tipo de tumor

germinal.2*!

La bilateralidad del céancer testicular no es un hecho fortuito, puesto que se ha
demostrado que del 1,9% al 5% de los pacientes con TCGT desarrollan un tumor bilateral®' y
el riesgo es atn mayor si el testiculo es criptorquidico o atr6fico.*® En la actualidad atn persiste
la controversia sobre la indicacion de practicar biopsia del testiculo contralateral en un paciente
con un TCGT clinicamente unilateral, ya que desde el punto de vista practico no determina
cambios en la conducta quirurgica, dado que lo que solamente se recomienda es que se efectue
un seguimiento estrecho y pormenorizado de cada paciente.”® De hecho, células de CIS se
pueden detectar en el 5% de los testiculos contralaterales de pacientes con tumores germinales.
En estos casos de bilateralidad del céancer testicular, no siempre los tumores de ambos
testiculos muestran la misma histologia, aunque sigue siendo el seminoma el tumor bilateral

mas frecuente.

Histogénesis de los TCGT

La histogénesis de los TCGT aun es motivo de discusion, surgiendo hipotesis
controvertidas. Una hipotesis se baso en que el CIS se originaba de una parada de las células
germinales fetales; por lo tanto, el cancer testicular seria una enfermedad del desarrollo de la
diferenciacion de las células germinales. Esta sugerencia se hizo teniendo en cuenta estudios
comparativos de expresion de proteinas, de expresion de genes y de expresion de RNA, los
cuales demostraron una gran similitud del CIS con las células germinales primordiales y los
gonocitos, los cuales también comparten muchas caracteristicas de las células madres

embrionarias.??!

Tradicionalmente se describié que la célula germinal tenia dos caminos divergentes de
diferenciacion: uno terminal que era el seminoma y otro hacia la formacion de un carcinoma
embrionario, el cual posteriormente podria diferenciarse en otro u otros componentes no
seminomatoso.”'® Sin embargo, Ulbrigth et al.?®’ desarrollaron una nueva teoria de la
histogénesis de estos tumores (Fig. 1), en la cual el seminoma no es una diferenciacion
terminal y puede actuar como precursor de algunos o de todos los tumores no

seminomatosos.’
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Fig. 1. Histogénesis de los tumores germinales de testiculo

SE: Seminoma Espermatocitico, CG: Célula Germinal, TSEP: TSE Pediatrico, NITG: Neoplasia
Intratubular Germinal, Sem: seminoma, Sem + DCT: Seminoma + Diferenciaciéon Carcinomatosa
Temprana, Sem + AFP: seminoma + AFP, Sem + SincTro: Seminoma + Sincitotrofoblasto, CE: Carcinoma
Embrionario, CE + Sinctro: Carcinoma Embrionario + Sincitotrofoblasto, CC: Coriocarcinoma, CE + AFP:

Carcinoma Embrionario + AFP, TSE: Tumor de Seno Endodérmico, TI: Teratoma Inmaduro, TM:

Teratoma Maduro. Tomado de Ulbrigth et a2’

El seminoma es un tumor de histogénesis controvertida, ya que no tiene una
contrapartida embrioldgica, no existen modelos de tumorogénesis animal y no crece en cultivos
de tejidos."”'® Recientemente, en estudios de citometria de flujo, se ha encontrado que tanto
los seminomas como los tumores no seminomatosos y el CIS son aneuploides. El desarrollo
simultaneo de un seminoma y de un tumor no seminomatoso, asi como las hallazgos genéticos
sobre el contenido de DNA, apoyaria la hipotesis de que el seminoma representaria un paso
intermedio en la progresion de los TCGT."®"!® En definitiva, aunque se desconoce la etiologia
de los TCGT, los estudios citogenéticos sugieren una patogénesis diferente para cada grupo de
TCGT: TCGT infantiles/prepuberales, TCGT postpuberales y seminoma espermatocitico. La
ITGCNU, el CIS, es la precursora de todos los TCGT, excluyendo el seminoma

espermatocitico y los TCGT infantiles/prepuberales.
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El seminoma es el TCGT mas comun en adultos y no aparece antes de los 5 afios de
edad. El seminoma espermatocitico, un tumor de hombres mayores, tipicamente tiene un
comportamiento clinico lento y rara vez experimenta una transformacion sarcomatosa, la cual
se asociaria a un comportamiento agresivo. El carcinoma embrionario es el componente mas
comun de los TCGT mixtos. En la fase clinica I de los TCGT, se reconocen como predictores
de metastasis oculta tanto la invasion vascular, como la presencia del componente de
carcinoma embrionario cuando es igual o superior al 80% de la masa tumoral. En la mayoria de
los pacientes con tumores prepuberales del saco vitelino, el TCGT pediatrico mas comun, la
presentacion de la enfermedad es en fase I, de ahi su buen prondstico. La mayoria de los
coriocarcinomas se presentan ya desde el momento del diagndstico con evidentes sintomas de
metastasis, debido a su propension a desarrollar una rapida diseminacién hematdgena. Los
teratomas en nifios, sin tener en cuenta el grado de madurez, y los quistes dermoides en
adultos, se consideran tumores benignos; por el contrario, los teratomas en adultos tienen
frecuentemente un comportamiento maligno. Con todo, la mayoria de los TCGT con

predominio del componente teratomatoso se curan con una terapia adecuada.™

Los TCGT infantiles difieren en muchos aspectos de los del hombre adulto y de los del
viejo, por lo que, desde el punto de vista patogénico, se ha sugerido que pueden constituir un
subgrupo aparte.*'® Estos aspectos incluyen: 1) lugar de presentacion, 2) histologia, 3) célula de
origen, y 4) citogenética. La mayoria de los tumores de células germinales que ocurren antes de
los 5 afios de edad son extragonadales. Mientras que en pacientes adultos, mas del 90% de los
tumores germinales se desarrollan en las gonadas.”'® La localizacion mas comun de los
tumores germinales extragonadales es la region sacrococcigea.” Si bien se ha sugerido
ampliamente que el origen de los TCGT es en la célula primordial germinal; sin embargo, los
TCGT infantiles se originan de las mismas células, pero en diferente estadio de maduracion,
con respecto a los TCGT desarrollados en adultos. Estos excepcionales casos infantiles pueden
ser utiles para investigar acerca de los distintos genes que pudieran estar relacionados con el
desarrollo de los TCGT infantiles y, de otra parte, investigar qué genes estan involucrados en el

desarrollo de un TCGT durante la vida adulta.

Atendiendo a la histologia, la edad y los datos clinicos, los TCGT pueden dividirse en

210,244
cuatro grupos:”
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1. Teratomas maduros e inmaduros y Tumor del Seno Endodérmico de neonatos e
infantiles (< 5 afios)

2. TCGT de tipo adulto (seminomas y no seminomas)

3. Quiste dermoide (teratoma quistico adulto)

4. Seminoma espermatocitico de hombres viejos.

En un tumor germinal extragonaldal, su diferenciacion muy probablemente sea el
resultado de una migracion aberrante de células primordiales durante la embriogénesis.*'* Sin
embargo, esto no excluye que estas células puedan tener una funcién en estos sitios
extragonadales, por otra parte los tumores germinales extragonadales pueden no originarse de
una célula germinal primordial, sino a partir de células madre indiferenciadas pluripotenciales,
embrionarias o extraembrionarias, que hayan escapado a la influencia de los organizadores del

1.6 De otra parte, la célula de origen de los

desarrollo gonadal primario durante el periodo feta
TCGT infantiles y espermatociticos permanece aun en debate. Sin embargo, y aunque
numerosos estudios han comenzado a elucidar el origen celular de los diferentes subtipos de
TCGT,*™ los seminomas parecen ser hipertriploides o tetraploides; contrariamente, los TCGT

58,209,244,262
Los tumores

no seminomatosos parecen estar en un rango hipotriploide peritriploide.
germinales del ovario son diploides, independientemente del grado de inmadurez, con
excepcion de los quistes dermoides.”® Los teratomas sacrales infantiles son diploides,
independientemente del grado de inmadurez.'"™'*?%%% Por {ltimo, los tumores del seno
endodérmico de tipo infantil, son aneuploides, aunque también se han descrito algunos
42,115,116

diploides.

124,270

Los tumores infantiles, excepto por algunas publicaciones aisladas, no parecen estar

107,1
133 estos

asociados con CIS, al menos en el estudio histopatoldgico de la biopsia testicular;
datos morfoldgicos determinan una diferencia sustancial entre los tumores germinales
infantiles y los del adulto. Recientemente, Schneider et al.>>* describen un perfil de marcadores
bastante constante, tanto de los tumores germinales gonadales como de los extragonadales.
Este perfil molecular heredado de las células primordiales se borra supuestamente durante la
migracion de dichas células germinales desde el saco vitelino al surco gonadal, esto es, se

produce antes de que las células germinales entren en meiosis.'®

En definitiva, el seminoma clasico prolifera a partir de la linea de células germinales,

mientras que los carcinomas embrionarios retienen caracteristicas embrionarias que les
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permiten diferenciarse hacia teratomas, los cuales diferencian varias lineas somaticas. Con
todo, recientemente la revision de la expresion génica del CIS y su comparacion con la de las
c¢lulas germinales normales sugiere que CIS es el precursor comun de los seminomas y de los
TCG no-seminomatosos. La marcada heterogeneidad en el fenotipo de las células del CIS
podria deberse a una parada o detencion de la diferenciacion celular, ya que esto provocaria
que se retuviesen so6lo parcialmente las caracteristicas embrionarias, produciéndose, a la vez,
un incremento en la inestabilidad gendémica. Dependiendo del grado de diferenciacion y de
pluripotencialidad, las células del CIS encontradas en los pacientes adultos parecen estar
predestinadas a seguir una progresion maligna en cualquiera de los dos tipos principales de
tumores testiculares. Por ltimo, la expresion persistente de rasgos embrionarios en las células
del CIS, unida a la alta expresion de reguladores del ciclo celular -tipica de las células
germinales mitoticas- apoya la hipdtesis, mantenida durante largo tiempo, de que las células
del CIS se originan a partir de las células germinales primordiales o gonocitos, y no desde las
células germinales del adulto. De otra parte, poco después del descubrimiento del CIS, se
publicd que existia una sorprendente similitud morfoldgica entre las células del CIS y los
gonocitos fetales, ademas, las células del CIS no s6lo son muy similares a los gonocitos, sino

también a las células del seminoma™>®7!18:200

Clasificacion Clinica de los TCGT

Clasicamente, la clasificacion mas utilizada en la ultima década del siglo XX fue la
propuesta en 1997 por The American Joint Commitee on Cancer y por la Union Internationale
Contre le Cancer Tumor-node-metastasis (TNM) y en este sistema se incluyo por primera vez
la invasion vascular y los marcadores séricos en la etapificacion.” (Tablas 3 y 4). Pero en la
actualidad la clasificacion clinica universalmente admitida por todos los oncologos es la
Clasificacion TNM de los Tumores de Células Germinales Testiculares WHO 2004 de la
Organizacion Mundial de la Salud (Tablas 5 y 6)
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Tabla 3. Clasificacion clinica de los tumores germinales testiculares

Sistema TNM (AJCC y UICC)

pTX Estado del testiculo no conocido
pTO Primario no aparente (incluye cicatrices)

pTis Tumor intratubular, sin invasion
pT1 Solo testiculo y epididimo; sin invasion vascular

pT2 Testiculo y epididimo con invasion vascular, o
que atraviesa la albuginea y la tinica vaginalis.

pT3 Cordoén espermatico

pT4 Escroto

pNx Estado de los ganglios linfaticos no conocido
pNO Sin metastasis ganglionares

pN1 masa ganglionar o ndédulo tinico <2 cm, o
multiples ganglios afectados y ninguno >2 cm

pN2 masa ganglionar >2 ¢m pero <5 cm, o multiples
ganglios >2 cm pero <5 cm, 0 con extension
extraganglionar

pN3 masa ganglionar >5 cm
Mx Metastasis no conocidas
MO Sin metastasis

M1 a ganglios regionales negativos, o pulmon
negativo

M1b metastasis a distancia otras que ganglios
regionales o pulmoén.

Sx Marcadores séricos no disponibles
S0 Marcadores séricos normales

LDH  HCG (mIU/ml)  AFP (ng/ml)

SI  <I,5xN  y <5000 y <1000
S2 1,5-10xN 6 5.000-50.000 6 1.000-10.000
S3 >10xN 6 >50.000 6>10.000

pTX Estado del testiculo no conocido
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Tabla 4. Clasificacion clinica de los tumores germinales testiculares

Etapa Clinica
ECO Tis NO MO SO
ECIA T1 NO MO SO
ECIB T2-T4 NO MO SO
ECIS cualquier T NO M0 S1-S3

ECIIA cualquier T NO MO

ECIIB cualquier T N2 MO S0-S1

ECIIC cualquier T N3 MO S0-S1

EC IITA cualquier T y N Mla S0-S1

ECIIIB cualquier T y N M0-M1la S2

ECIIIC cualquier Ty N Mla S3
cualquier T y N M1b

cualquier S

Tabla 5. TNM de los Tumores de Células Germinales Testiculares WHO 2004

Clasificacion TNM

T — Tumor primario

Excepto para pTis y pT4, donde la orquiectomia radical no siempre es necesaria para
propositos de clasificacion; la extension del tumor primario se clasifica después de la
orquiectomia radical; ver pT. En otras circunstamcias, se usa TX si no se ha
realizado orquiectomia radical

N — Ndédulos linfaticos regionales
NX No pueden establecerse nodulos linfaticos regionales
NO Sin metastasis en nodulos linfaticos regionales

N1  Metastasis con masa en nodulo linfatico < 2 cm, o nddulos linfaticos
multiples pero ninguno > 2 cm

N2  Metastasis con masa en nddulo linfatico > 2 cm y < 5 cm, o nddulos
linfaticos multiples, siendo cualquier masa > 2 cm pero < 5 cm

N3 Metastasis con masa en nédulo linfatico > 5 cm
M — Metastasis distantes

MX No pueden establecerse metastasis distantes

MO Sin metastasis distantes

M1 Metastasis distantes

Mila Sin nodulos linfaticos regionales o en pulmén

MI1b Otros lugares
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Tabla 6. Clasificacion TNM de los Tumores de Células Germinales Testiculares WHO 2004
de la Organizacion Mundial de la Salud

Clasificacion Patologica pTNM

pT — Tumor primario
pTX No puede establecerse el tumor primario (ver T-tumor primario, Tabla 3)
pTO Sin evidencia de tumor primario (scar histologico en testiculo)
pTis Neoplasia intratubular de células germinales (carcinoma in situ)

pT1 Tumor limitado a testiculo y epididimo sin invasion vascular/linfatica; el
tumor puede invadir la tinica albuginea pero no la tinica vaginalis

pT2 Tumor limitado a testiculo y epididimo sin invasién vascular/linfatica, o
tumor que se extiende a través de la tinica albuginea con afectacion de la
tunica vaginalis

pT3 El tumor invade el cordon espermatico con o sin invasion vascular/linfatica
pT4 El tumor invade el escroto con o sin invasion vascular/linfatica
pN — Nodulos linfaticos regionales
pNX No pueden establecerse nodulos linfaticos regionales
pNO Sin metastasis en nodulos linfaticos regionales

pN1 Metastasis con una masa en nddulo linfatico <2 cm y 5 o menos nodulos
positivos, ninguno > 2 cm

pN2 Metastasis con una masa en nodulo lionfatico >2 cm < 5 cm, o mas de 5
nddulos positivos ninguno > 5 c¢m; o evidencia de extension extranodal del
tumor

pN3 Metastasis con una masa en nodulo linfatico > 5 cm
S — Marcadores tumorales del suero
SX Estudio de marcadores del suero no disponibles o no realizados

SO Estudio de marcadores del suero con niveles dentro de los limites normales

LDH hCG (mIU/ml) AFP (ng/ml)
S1 >1,5xN and >5.000 and >1.000
S2 1,5-10xN or 5.000-50.000 or 1.000-10.000

S3 >10xN or >50.000 or >10.000
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Variedades Histologicas de los TCGT

La ITGCNU, esto es, el CIS, es el precursor de todos los tumores germinales invasivos,
con excepcion de las siguientes variedades de TCGT: el seminoma espermatocitico, el tumor
del seno endodérmico infantil y el teratoma infantil. La ITGCNU se caracteriza por la
presencia de células germinales malignas dentro del tubo seminifero, las cuales se asemejan a
las células del seminoma. El CIS es posible encontrarlo en casi todos los TCGT invasivos en
los que quedan tubos seminiferos residuales, se observa también en el 5-8% de los testiculos

- e 8721
criptorquidicos® ">

y en el 5% de los testiculos contralaterales de los pacientes con un tumor
germinal®®® y atn es mas frecuentemente en las gonadas disgenéticas. El 50% de los pacientes
en los que se detecta una ITGCNU pueden desarrollar una neoplasia invasora en 5 afios.?®> Con
frecuencia, la ITGCNU invade en forma pagetoide la rete testis, y con menor frecuencia el
epididimo. Microscopicamente, las células del CIS son semejantes a las del seminoma y se
encuentran cerca de la membrana basal de la pared peritubular, la cual suele estar engrosada vy,
por ello, se reduce el diametro de los tubos seminiferos; ademas por lo general, estas células de
CIS no llenan la luz tubular. Sin embargo, en aquellos casos en los que toda la superficie
tubular estd ocupada por células malignas, se utilizan términos, dependiendo de la morfologia
celular, de seminoma intratubular, o de carcinoma embrionario intratubular, etc.
Histoquimicamente, de igual forma que en el seminoma, las células del CIS y de los
seminomas intratubulares son PAS positivas y diastasa labiles y son positivas para la fosfatasa

alcalina placentaria (PLAP), y, por tltimo, las células de CIS muestran un caracteristico patron

de membrana para c-Kit (CD117).*%**!

Seminoma

El seminoma, también denominado como seminoma clasico o seminoma puro, es el

tumor testicular mas frecuentemente diagnosticado, y su incidencia es superior a

1 50% de todos los tumores germinales.'***"” La edad media de presentacion es de 40,5
afios, es extremadamente raro en nifios menores de 10 afos de edad y poco comun en
adolescentes™® y en mayores de 60 afios de edad. Al momento de la presentacion, el 75% de
los pacientes tienen enfermedad limitada al testiculo, 20% tienen enfermedad retroperitoneal y

5% tienen enfermedad supradiafragmatica o viceral.”®” El cuadro clinico mas comun es un
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aumento del tamafio testicular detectado por el propio paciente, el 10% pueden tener dolor

agudo y menos del 3% tienen sintomas asociados a metastasis.

Los niveles de la subunidad beta de la gonadotropina corionica (BHCG) estan elevados
entre el 7-25% de los casos de pacientes con seminoma, sobre todo si tienen células del
sincitotrofoblasto o si el paciente tiene metastasis.®” Los niveles de BHCG se correlacionan con

la presencia de metéstasis mas que con el pronostico.'?

De otra parte, si se encuentra niveles
elevados de alfa feto proteina (AFP) debe muestrearse mejor el tumor en busca de un

componente no seminomatoso.

El tamafio medio de los seminomas varia de 3,5 a 5 cm. aunque pueden llegar a medir
hasta 10 cm. de diametro, y rara vez el testiculo puede ser de tamafio normal o ain mas
pequefio. E1 90% de los casos se encuentran confinados macroscopicamente al testiculo. En la
superficie de corte, los seminomas son de color crema o café claro, homogéneos, lobulados, y

pueden verse focos de necrosis y hemorragia, sobre todo en tumores grandes.

Microscopicamente, las células del seminoma tienen de abundante citoplasma claro, de
limites bien definidos, el nticleo es central, grande, con cromatina granular bien distribuida con
uno o mas nucleolos prominentes, generalmente las mitosis son frecuentes pero aiin si son muy
abundantes esto, no tienen influencia pronostica; es posible observar células del
sincitotrofoblasto alrededor de focos de hemorragia, la diferencia con el coriocarcinoma es que
no existe citotrofoblasto. Los seminomas se caracterizan por la formacion de nidos celulares,
rodeados por septos generalmente finos de tejido conectivo; ocasionalmente pueden verse
trabéculas o cordones y mas raro ain un disposicion tubular; asimismo, muchos tumores
obliteran por completo los tibulos seminiferos en el centro del tumor, pero pueden dejar una
corona residual en la periferia de parénquima testicular no infiltrado por el tumor. Los tabique
conjuntivos intratumorales contienen abundantes linfocitos maduros que pueden llegar a
formar centros germinales, rara vez puede haber eosinofilos y células plasmaticas, histiocitos e
incluso una reaccion granulomatosa con células gigantes tipo Langhans; la mayoria de los

linfocitos son T con un fenotipo v/8.3'3*%

Mediante métodos inmunohistoquimicos se demuestra que las células del seminoma son
usualmente negativas para cioqueratinas o puede verse positividad aislada en gotas, son

positivas para la fosfatasa alcalina placentaria, denominada como PLAP.* Las células del
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sincitotrofoblasto son positivas para CK y para BHCG. Si un seminoma es positivo para CK

indica una diferenciacién inicial de un carcinoma embrionario.

El diagnoéstico del seminoma, dadas sus tipicas caracteristicas microscopicas, es facil y
generalmente no plantea dudas diagnosticas; sin embargo, cuando los seminomas se encuentran
mal conservados por falta de fijacion pueden confundirse con un carcinoma embrionario,
aunque la diferencia radica en que este ultimo es francamente pleomorfico, con un alto indice
mitotico. Otro diagnodstico diferencial debe establecerse entre los seminomas y algunos casos
con predomino de patrén solido del tumor del seno endodérmico; con todo, deben buscarse
areas clasicas de tumor del seno, en el que las células son de nicleo mas pequetio, sin nucleolo
prominente y existen globos hialinos, ademas, inmunohistoquimicamente las células de los
tumores del seno endodérmico son positivas para CK, AFP y o,antitripsina. Rara vez los
seminomas se confunden con linfomas, sin embargo los linfomas suelen ser bilaterales y
presentarse en hombres mayores de 60 afios; tiene un patrén de crecimiento intersticial y no se
encuentra asociado a ITGCNU, la cual es una neoplasia positiva para antigeno comun

leucocitario y negativo para PLAP.

El seminoma espermatocitico fue descrito por Masson'® en 1946, quien lo refirié como
un tumor que semejaba la espermatogénesis;'® ocupa el 1% de los seminomas, la edad media
de presentacion es a los 55 afios, y el 9% son bilaterales.*' A diferencia del seminoma clésico,
el seminoma espermatocitico es mas frecuente en hombres mayores, no ocurre fuera del
testiculo y no tiene contraparte en el ovario; no se asocia con NITG, criptorquidea y casi nunca
metastatiza.”’” Existe evidencia de que las células de este tumor tienen la capacidad de madurar
al estadio de espermatogonia-espermatocito.””’ Se han descrito casos excepcionales de
transformacion sarcomatosa que pueden causar la muerte,”* fuera de esta eventualidad tienen

un pronostico excelente.

Macroscopicamente los seminomas espermatociticos estan bien limitados, generalmente
mas grandes que los seminomas clasicos, multilobulados y blandos con &reas quisticas.
Histologicamente, las células estan dispuestas en sdbanas con escaso estroma, este puede ser
edematoso y dar un aspecto de pseudoquistes o pseudoglandular, la neoplasia estd formada por
tres tipos de células: pequenas, intermedias y gigantes; los bordes celulares son poco

prominentes, el indice mitotico es alto, y son atipicas cuando se ha producido una degeneracion
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sarcomatosa’®* Son negativos para glucogeno, PLAP y CK, aunque pueden dar positividad

aislada en forma de gotas como el seminoma.

Carcinoma Embrionario

Los carcinomas embrionarios puros son poco frecuentes y comprenden el 2% de las
neoplasias germinales;*®” cuando se trata de un tumor germinal mixto, el 90% de ellos contiene
carcinoma embrionario."® Los carcinoma embrionarios puros ocurren en jovenes entre los 20 y
30 afios de edad y es muy raro en pre-puberes.'”” En el 80,5% de los pacientes se presenta por
masa testicular y solo en el 40% de los pacientes se presenta cuando el tumor estd limitado al
testiculo, dos terceras partes de los pacientes tienen enfermedad diseminada en el momento del
diagnostico.”** Cuando son puros no elevan la AFP, si se encuentra elevada puede significar

que un TSE pas6 inadvertido o bien que se trata de una trasformacién inicial a TSE.*"

Macroscdpicamente, el tumor es blando con numerosas areas de necrosis y hemorragia y

es de limites imprecisos, cerca del 25% afecta los anexos testiculares.**

Histologicamente, existen varios patrones de presentacion, pueden ser solidos, tubulares,
tubulopapilares, o micropapilares. Lo frecuente es que coexistan varios patrones a la vez y el
mas comun es el tubulopapilar. Las células contienen abundante citoplasma, rara vez es claro,
con bordes mal definidos; los ntlicleos son grandes de cromatina grumosa, macronucleolo y
membrana nuclear irregular. Las mitosis y la apoptosis es comun, la asociacién con NITG es
frecuente sobre todo en la periferia, la invasion vascular es frecuente y se asocia con un 40% de
metéstasis ganglionares.''* En este tipo de tumor falta el infiltrado linfoide o la respuesta
granulomatosa caracteristica del seminoma. Los métodos inmunohistoquimicos demuestran
que estas células son positivas para PLAP, citoqueratinas (A1/A3, CAM 5.2) y CD30, y solo el

2% son positivas para AME."”

Los diagnosticos diferenciales de los carcinomas embrionarios deben establecerse con
algunos seminomas anapldsicos, con tumores del seno endodérmico, y con linfomas
anaplasicos; aunque estos ultimos también expresan CD30, los linfomas suelen presentarse en
hombres viejos, son bilaterales y se acompafnian de enfermedad extragonadal, ademas tienen
ausencia de una intensa positividad para CK.” Por ultimo, otra lesion que puede confundirse es
un carcinoma metastatico poco diferenciado, para lo que debe buscarse produccion de mucinas,

ademas de la correlacion con los datos clinicos.
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Tumor de Seno Endodérmico

El tumor de seno endodérmico representa el 80% de los tumores germinales en nifios, la
edad varia entre 18 meses y 17 afios de edad"” y casi siempre es puro; en contraste, cuando se
presenta en adultos casi siempre es componente de un tumor germinal mixto y esto ocurre en el

44% de los casos.?® La edad media en estos casos es de 17-70 afios de edad.?*!

Existe diferencia en los TSE en los nifios y los adultos, en los primeros el tumor se
presenta con igual frecuencia en afro-americanos que en blancos, se encuentra limitado al
testiculo en un 84-94%,'" no se asocia con criptorquidea, ni con NITG, y, ademas, tiene baja
incidencia de metastasis a ganglios retroperitoneales, y metastatiza con mayor frecuencia a
pulmoén. Estas diferencias sugieren una histogénesis diferente de este tumor segun el grupo de

edad.

Existe evidencia de que los adultos con tumores germinales mixtos que tienen

componente de TSE tienen mejor pronéstico; sin embargo, cuando este componente se
L rop: 150 .

presenta en las metéstasis el pronostico es malo. ™ Cuando existe este componente, el 95-

100% tienen elevada la AFP en suero en un rango de cientos a miles nanogramos por

mililitro.?®

Macroscopicamente, son tumores no encapsulados, gris amarillentos, con areas mixoides
0 quisticas, en los tumores germinales mixtos este componente produce areas de hemorragia y

NECrosis.

Histologicamente, es un tumor muy heterogéneo, con numerosos patrones histologicos;

7 reticular o microquistico (mas comun),

se han descrito hasta 11 patrones diferentes:*
macroquistico, de senos endodérmicos, papilar, so6lido, glandular y alveolar, mixoide,
sarcomatoide, polivesicular, hepatoide y parietal. Una de las caracteristicas mas distintivas,
aunque no siempre se observa, es la presencia de cuerpos hialinos eosindfilos intra o
extracelular, PAS + diastasa resistente y negativos para AFP. Por IH son positivos para AFP en
un 74-100% de forma focal," el 50% son positivos para alfa 1 Antitripsina,”’ ademas, las CK

son positivas y el CD30 y AME son negativos.

El diagnoéstico diferencial de los tumores del seno endodérmico es en algunos casos
particularmente muy dificil: el patron solido del tumor del seno endodérmico puede ser

confundido con un seminoma, el patron glandular puro puede semejar un teratoma inmaduro y
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la diferencia consiste en que el TSE posee glandulas mas tortuosas y ramificadas. La diferencia
clinica més importante es con el tumor juvenil de células de la granulosa, ya que ambos tienen
areas soOlidas y quisticas, sin embargo las células del tumor del seno endodérmico son mas

primitivas y ademas el tumor juvenil de células de la granulosa es positivo para inhibina A.

Coriocarcinoma

En su forma pura es un tumor muy raro, ocupa menos del 0,5% de todos los tumores
testiculares'® y el 16% de los tumores germinales mixtos (TGM)'* y no se presenta en nifios,
con mayor frecuencia que los otros tumores testiculares, los pacientes se presentan con
metastasis al momento del diagnostico, en diferentes 6rganos por diseminacion hematégena.297
Existe una marcada elevacion de p-HCG*’ que puede producir ginecomastia en el 10% de los
pacientes. Cuando estos tumores son puros, son pequefios y hasta de aspecto atréfico, a la
seccion son hemorragicos y necroticos. En los TGM se encuentran en las areas intensamente

hemorragicas.

Histologicamente, se caracteriza por la presencia de cito y sincitotrofoblasto, con
invasion vascular importante. Por IH el sincitotrofoblasto es positivo para B-HCG y para
PLAP.' El diagnostico diferencial es con un testiculo hemorragico por torsiéon y con otros

tumores que contienen células de sincitotrofolasto.

Teratoma

El comportamiento bioldgico de estos tumores es distinto segiin la edad de presentacion.
En nifios, ocurre en menores de 4 afios y es el segundo tumor germinal mas frecuente con un
14-20% de los casos, es puro e invariablemente benigno, aunque existan elementos inmaduros.
Ademas de que no se asocia con NITG. En los adultos, se presenta en el 50% de los TGM* y,
cuando son puros, son malignos a pesar de su apariencia madura, y tienen el potencial de dar
metastasis de elementos teratomatosos o no teratomatosos, soportado por la hipotesis de que
existen elementos precursores en el tumor primario (carcinoma embrionario),””’ la incidencia

de metastasis es de un 25-63%.'47

Los teratomas macroscopicamente son lobulados, con éreas so6lidas y quisticas, puede
haber quistes de queratina, pero no se observa pelos. Histologicamente estan formados por

elementos que semejan tejido embrionario, no siempre de las tres capas germinales y con
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diferente grado de maduracion; en contraste con el ovario, la cantidad o la graduacion del
tejido inmaduro no tiene importancia prondstica. Puede ocurrir malignizacién secundaria, los
sarcomas son los mas comunes, principalmente Rabdomiosarcoma o tumor neuroectodérmico
primitivo'® Casi nunca es necesario recurrir a la IH sin embargo se ha reportado positividad
para AFP en los elementos glandulares y hepatocelulares, el PLAP puede ser positivo en el 4-
27% de los casos.””” El diagnostico diferencial de los teratomas debe establecerse con quistes
dermoides, los cuales no tienen potencial metastatico, la diferencia consiste en que los quistes
dermoides contienen elementos de origen epidérmico y pelos y ausencia de elementos sélidos o

. . 298
atipia.

Tumores Germinales Mixtos

Es el segundo tumor germinal mads comun y representa entre un 40-45% de los casos,
esta formado por mas de un tipo de tumor germinal, y se presentan alrededor de los 30 afios de
edad. Las combinaciones mas comunes son: CE y teratoma (26%), CE y seminoma (16%) y
CE, TSE y teratoma (11%)."** La elevacion de los marcadores séricos depende de los tipos que
forman el tumor. MacroscOpicamente son muy heterogéneos y reflejan la mezcla de tumores,
histologicamente los tumores son idénticos a los descritos con anterioridad, es importante
describir en el reporte la presencia y cantidad de cada elemento porque tiene implicacion

pronostica.

Los parametros que deben ser incluidos en el informe anatomopatologico de un TCGT,
con el fin de establecer futuros criterios pronostico y pautas terapéuticas, vienen recogidos en
la Tabla 7; siendo de especial relevancia el constatar el tipo histologico del tumor, el tamafio
tumoral, la infiltracion a los tejidos adyacentes, las metastasis loco-regionales y a distancia, y,
de una manera preeminente, el establecer el estadio patologico del tumor, que debera después

cotejarse con el estadio clinico.
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Tabla 7. Informacién que debe ser incluida en el reporte anatomopatolégico de un tumor

germinal testicular.

Tumor Primario

Tamafio tumoral
Tipo histologico:

puro

mixto (indicar: componentes y porcentajes)
Invasion vascular:

presente

ausente

indeterminada
Extension del tumor:

confinado al testiculo

tinica albuginea

tinica vaginalis

epididimo

cordon espermatico

escroto
Margenes del cordon espermatico
NITG

Tumor Metastatico

Numero de ganglios linfaticos examinados
Numero de ganglios linfaticos positivos
Tamafo del ganglio metastatico mas grande
Extension extranodal:

presente

ausente
Tipo histologico:

si es mixto: indicar componentes y porcentajes
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Tratamiento de los Tumores Germinales Testiculares

Los nuevos protocolos de tratamiento de los TCGT han obtenido resultados muy
satisfactorios y, en la época actual, mas del 90% de los TCGT se curan, de modo que la

sobrevida global es superior al 95%."

El tratamiento de eleccion para cualquier tumor testicular es la orquiectomia radical, via
inguinal, seguida de un estudio histopatoldégico que debe contener todos los parametros
sefialados en la tabla 3, seguido de etapificacion clinica con estudios de imagen, marcadores
tumorales, para conocer la extension de la enfermedad y poder establecer tratamiento™" Para
los seminomas estadio I, que corresponde al 80% de los seminomas testiculares®’ la
orquiectomia proporciona una tasa de supervivencia del 85%. Si se agrega radioterapia
postorquiectomia a ganglios paraorticos y pélvicos bilaterales la tasa de supervivencia aumenta
al 95-97% con muy pocas complicaciones, siempre y cuando se protejan adecuadamente los
hilios renales, sobre todo el del lado izquierdo.'®® Para los pacientes con EC I y III se agrega a

la radioterapia, quimioterapia con Cisplatino.*?

El tratamiento de los TCGNS estd basado sobre todo en la cirugia y la quimioterapia,
aunque la radioterapia puede ser util en algunos casos. Fung et al., en 1988, proponen cirugia
y vigilancia si no existe ninguno de los factores de riesgo y si existen todos, diseccion radical
de ganglios retroperitoneales y quimioterapia, y si son positivos 1 6 2 ganglios, diseccion
radical de ganglios retroperitoneales. Segiin Marks et al.,'® la radioterapia infradiafragmatica
es una opcion aceptable de tratamiento para el estadio I, ya que la tasa de supervivencia en

todos los casos es practicamente del 100%.

Los TCGNS en los estadios II y mas avanzados el tratamiento esta basado sobre todo en
la cirugia y la poliquimioterapia en la que se incluye Cisplatino.** Con esta terapia se obtiene el
70% de remisiones. La radioterapia o la cirugia pueden usarse como coadyuvantes, sobre todo
para eliminar masas residuales.?** En TCGNS estadio II, sin evidencia de masa retroperitoneal,
la linfadenectomia retroperitoneal radical, seguida de quimioterapia selectiva es una alternativa

a la induccion de la remision, por quimioterapia como tratamiento primario.*®
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Marcadores Biologicos Séricos en Tumores Testiculares

La deteccion en suero y en los tejidos de sustancias sintetizadas por las células tumorales
ha tenido gran aplicacion en la deteccion y seguimiento de los pacientes conTCGT, las

proteinas mas constantes en su expresion son la AFP y la HCG."*®

Alfa Feto Proteina

Los valores de esta proteina alcanzan al afio de edad'*®

40 ng/ml, y su vida media es de 5
dias. El 85-87% de los carcinoma embrionario eleva la AFP, no asi los teratomas o los
seminomas; si en un paciente con seminoma puro se eleva la AFP esto indica la existencia de
CE en el primario o en las metastasis. Debe tenerse en cuenta que otros procesos malignos y
benignos pueden elevar la AFP como son: el hepatocarcinoma, el carcinoma del pancreas, el
carcinoma gastrico, el carcinoma del colon, la cirrosis, la hepatitis viral, etc. Los métodos

inmunohistoquimicos realizados en los tejidos solo dan positividad para la AFP en las células

embrionarias y en las células del saco vitelino.?”?

Gonadotropina Corionica Humana

Los valores normales en suero son de 1 ng/ml y su vida media es de 12 h. Se eleva en el
100% de los coriocarcionomas y en el 7,7% de los seminomas cuando se encuentran células del

sincitotrofobalsto, esto ocurre también en el 25% de los TSE y 80% de los CE."*®

Factores Pronosticos de los TCGT

La utilidad de los marcadores séricos en los TCGT puede centrarse en tres aspectos
fundamentales: 1) Estadiaje de los tumores testiculares; 2) Indicadores prondsticos, y 3)
Evaluacién de recurrencia. Con respecto al estadiaje, se considera que un paciente se encuentra
en estadio clinico II o III si después de la orquidectomia o la linfadectomia retroperitoneal
persiste la elevacion de estos marcadores.'?® Se consideran indicadores de mal pronéstico los
siguientes hallazgos: niveles de AFP antes del tratamiento mayores de 500-1000 ng/ml, y
también niveles de HCG mayores de 1000 ng/ml.>”* La elevacion de estos marcadores, después
de tratamiento con cirugia, radioterapia y quimioterapia, indica recurrencia tumoral y

persistencia de la enfermedad tumoral activa.??
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En el caso del seminoma se han hechos estudios recientes donde se demuestra que son
pardmetros independientes para prondstico de recidiva tumoral los siguientes: edad menor a 30
afos, tumor mayor de 6 cm, invasion vascular o linfatica, invasion a la rete testis y disminucion
del infiltrado linfocitico tumoral (ILT), sin embargo cuando se hizo un analisis univariado solo
la edad y el tamafio tumoral fueron estadisticamente significativos y la disminucion del ILT

estuvo en el limite del significado estadistico.*"?

La mayor parte de los estudios sobre factores pronosticos se centran en los TCGNS,

. 1129 : . ., eras
sobre todo en los de estadio I'™" concluyendo que la presencia de invasion vascular linfatica y/o
venosa en el tumor primario es un factor pronostico estadisticamente significativo, ligado a la

mayor presencia de metastasis en ganglios retroperitoneales.

Por otra parte la presencia de carcinoma embrionario es un factor prondstico
independiente, ya que se relaciona con una mayor tasa de metastasis''*. La ausencia de
teratoma o de elementos de seno endodérmico fueron factores prondsticos significativos en la
aparicion de metastasis.'' Las cifras de AFP pre-orquiectomia también tienen un valor
prondstico significativo.''* Teniendo en cuenta estos datos, pacientes con estadio clinico I de
TCGNS que tengan carcinoma embrionario, invasion vascular y/o linfatica en el tumor
primario e invasion del cordon espermatico o epididimo es probable que tengan metastasis
ocultas en ganglios retroperitoneales y/o extralinfaticas. En estos casos seria de eleccion la

linfadenectomia.'®*

Nuevas Moléculas en el Cancer Testicular

En el desarrollo de un tumor maligno, incluidos los TCGT, se han identificado seis
mecanismos principales que son clave en los proceso carcinogenéticos: autosuficiencia de las
sefiales de crecimiento, insensibilidad a los inhibidores del crecimiento, presencia de apoptosis,
disminucion de la limitacion para la replicacion, angiogénesis sostenida, e invasion tisular y

metéstasis. '

Estd completamente establecido que todos los TGCT seminomas y no seminomas asi
como el CIS son aneuploides, la tnica anormalidad cromomosdmica estructural consistente en
los tumores invasivos es la ganancia del brazo corto del cromosoma 12, principalmente debido
a la formacion de un isocromosoma (i(12p)), sugiriendo que un aumento en el nimero de

. , . . . . 1
copias del gen 12p est4 asociado con el desarrollo de las manifestaciones clinicas.'
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Los tumores testiculares infantiles muestran consistentemente ganancia 12q, ya sea
mediante generacion de una o mas copias de i(12q) o por vias alternas, como un nimero
importante de copias de amplificaciones de partes definidas de 12q.2***72* Los TCGT son
infrecuentes en nifios y representan el 3% de todas las neoplasias pediatricas.**' A pesar de los
numerosos genes candidatos, la identificacion de un gen causal ha sido impedida por el hecho
de que muchas de las ganancias de 12q involucran intervalos gendmicos largos que contienen

un inmanejable numero de genes candidatos.'

65,110

La observacion de la tendencia familiar del cancer testicular y la alta frecuencia de

. . 198 . . . . ..y, .. .
bilateralidad ™ sugiere que los tumores germinales tienen predisposicion hereditaria, siguiendo

un modelo de herencia recesiva sumada a aneuploidia. Atkin y Baker,"!

en 1982, son los
primeros en describir que muchos de los genes de los tumores germinales se caracterizan por la
presencia de isocromosomas 12p,i (12p). La i(12p) es comun en todos los subtipos histologicos
de tumores germinales, pero los no-seminomatosos tienen un nimero mayor de copias de esta
aberracion que los seminomas.”*>** La i(12p) se encuentra en mas del 80% de los tumores
germinales y se usa como marcador diagndstico para verificar el origen germinal. El analisis
citogenético de aneuploidia del CIS sélo revela la presencia de i(12P) en algunos casos.***"
Asi ,ismo, los datos obtenidos sugieren que la ganancia de la secuencia 12p esta asociada con
la supresion de la apoptosis y la independencia de la funcion de regulacion esteroidogénica de
las células de Sertoli de las células del CIS.'™ Hasta ahora DAD-R es uno de los genes

candidatos mas probables en este proceso, posiblemente por la via N-glicosilacion.'>

De otra parte, estudios moleculares de citogenética no encuentran un incremento en el
numero de copias de 12p,** por lo que la ganancia de 12p parece estar asociada con el fenotipo
invasivo de los tumores germinales; el incremento en el nimero de copias de 12p parece
facilitar la supervivencia de las células tumorales fuera del tubo seminifero.”*® La inestabilidad
de microsatélites no es comun en los tumores germinales,”'® aunque se ha descrito algun sitio
especifico de inestabilidad.”"” Un estudio reciente de Mayer et al. encontré un microsatélite
inestable en los tumores germinales, asociado con la resistencia al tratamiento sistémico.'® De
cualquier forma, los tumores germinales son muy aneuploides, y el patron gendmico de
ganancia y pérdida es estricto y se localiza en el brazo largo del cromosoma 17.'*! Debido a
que la expresion de genes puede ser alterada segiin el nimero de copias de ADN, la

combinacion de fenotipos de los genes localizados dentro de una region gendémica particular
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decide cuando es favorable la ganancia en los tumores germinales. Los estudios relativos a la
sobre-expresion génica a pequefia escala indican que los tumores germinales sobre-expresan el
protoncogén MYCN?*® y el CCND2 205%123:252.261 A demgs, se han encontrado numerosos E-
Boxes -sitio de uniéon del ADN a la familia de proteinas MYC- en la regiéon promotora de
CCND2, y se ha demostrado que la sobre-expresion induce inestabilidad cromos6mica y extra-
cromosomica de CCND2 y 12p13."57 De otra parte, amplificaciones del MYCN también son

145,208

frecuentes en los neuroblastomas, y asi mismo se ha descrito la ganancia de 17q, otra

region con un numero incrementado de copias en los tumores germinales.'*!

Estos tumores muestran consistentemente ganancia 12q, ya sea mediante generacion de
una o mas copias de i(12q) o por vias alternas, como un nimero importante de copias de

amplificaciones de partes definidas de 12q.2*+*77*

Esta, pues, completamente demostrado que los tumores invasivos de células germinales -
tanto los seminomatosos como los no seminomatosos, asi como el CIS- son aneuploides. La
unica anormalidad estructural constante en los tumores invasivos es una ganancia en el brazo
corto del cromosoma 12, en gran parte debida a la formacion de isocromosomas i(12p). Esto
sugiere un incremento en el nimero de copias del gen asociado con el desarrollo clinico del
tumor germinal invasivo. En esta revision, los datos que se presentan son compatibles con el
modelo de ganancia de 12p, asociado con la supresion de la apoptosis y la independencia de las
células de Sertoli del CIS; DAD-R es uno de los genes con mas posibilidades de estar
involucrado en este proceso, posiblemente mediante la N-glucosilacion. Esta distribucion
puede ser explicada por la ruta de migracion que toman las células germinales durante la
embriogénesis.® El CIS estd compuesto por células que se consideran la contraparte premaligna
de las células germinales embrionarias, sobre todo del gonocito o célula primordial germinal.
Este punto de vista estd avalado por evidencias morfoldgicas y de TH.""?** Los seminomas
estan compuestos por células morfologicamente similares a las células primordiales y a las del
CIS. Los tumores no-seminomatosos pueden tener diferentes elementos histologicos. El factor
de transcripcion OCT -también conocido como POUSFI1- es significativo, este factor de
transcripcion se expresa especificamente en el CIS, en el seminoma y en las células de

carcinoma embrionario,"" lo que est4 en consonancia con su presumible omnipotencia.

La aberracion estructural cromosdémica mas detectada en el TCG invasivo es la ganancia

de material 12p, mas frecuentemente como i(12p).*** Este isocromosoma fue descrito por
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11,12 - g
“ y ahora se considera caracteristico del TCG

primera vez en 1982 por Atkin y Baker,
invasivo.'”” El protoncogén KRAS2 esta realmente mutado y sobre-expresado en el tumor
invasivo y no se considera un gen candidato."”??%*2 Otro gen 12p estudiado como candidato
es la ciclina D2 (CCND2),'2266252 oy ¢] que también existe un punto desregulado, en la fase
G1-S, debido a la sobre-expresion de CCND2; esto ofrece una buena explicacion para el
desarrollo de tumores germinales invasivos de tipo II. Sin embargo, no se dispone de

evidencias convincentes relacionadas con el desarrollo temprano del cancer.

Con respecto al gen que codifica el factor de transcripcion SOXS, del que ahora se sabe
se expresa durante los estadios tardios de la espermatogénesis®® dentro de SROA, no se le
considera un buen candidato porque no se observa sobre-regulacion de la expresion en los

3 sumamente arracimada tanto en el lado centromérico como

casos de amplificacion,’
telomérico del lado de SROA."™ 7 El gen que muestra mayor amplificacion es DAD-R.**2
Todos los tumores invasivos, tanto seminomatosos como no-seminomatosos, muestran un alto
nivel de expresion comparado con el parénquima testicular y con el CIS; ademas, se encuentra
un nivel de expresion de DAD-R significativamente alto en seminomas con amplificacion
restringida de 12p, comparado con los que no lo tenian. De hecho, los niveles de expresion
fueron los mismos en los tumores no-seminomatosos con pérdida de la restriccion de la
amplificacion de 12q. De otra parte, se encontraron niveles similares de expresion en lineas
celulares derivadas de tumores germinales no-seminomatosos. Asi mismo, estas células

muestran niveles bajos de apoptosis y altos de DAD-R, encontrandose grandes copias de genes

independientes.

En definitiva, hemos comparado los niveles de DAD-R y de otros genes en los tumores
con diferentes copias de genes y hemos encontrado niveles altos en tumores sin amplificacion
de 12q y con amplificacion de regiones restringidas. Hemos observado dos mecanismos para la
ganancia de la secuencia 12q (Existe evidencia de que las células del CIS tienen mayor
propension a la apoptosis comparada con la de los tumores invasivos, seminomatosos y no-
seminomatosos, que se encuentran protegidos de sufrir apoptosis por la alta expresion de
DAD-R? De acuerdo a los datos, las células del CIS no tienen amplificacion de 12q vy,
consecuentemente, no incrementan la expresion de DAD-R. No hay datos directos de la

presencia de apoptosis en las células de CIS.
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Estudios de genética molecular han determinado otras diferencias trascripcionales que
permiten establecer el diagndstico diferencial molecular entre los seminomas y los carcinomas
embrionarios, ademas se han identificado los genes mas caracteristicos de cada uno de los
diferentes subtipos histolégicos de los TCGT.* En este sentido, se sabe que los seminomas
expresan también los mismos genes asociados a la regulacion de una espermatogenesis normal,
esto es, el gen PRAME, el gen MAGEAA4, el gen SPAGI, y el gen HPX.* De otra parte, los
carcinomas embrionarios expresan genes de tipo regulatorio, tales como el gen DNMT3B y el

gen SOX2; asi como moléculas pequefias de queratina (KRT8, KRT18).*

Se han identificado tres tipos de células germinales basandose en estudios con

marcadores de inmunohistoquimica:

1.- Gonocitos que son OCT4 +/cKIT +/MAGE-A4 neg.®
2.- Células germinales intermedias: OCT4 debil a neg/cKITneg/MAGE-A4+.%
3.- Presespermatogonia:OCT4neg/ cKITneg/MAGE-A4+.80

En el primer trimestre predomina el fenotipo del gonocito; sin embargo, en la semana 18
de la gestacion la preespermatogonia es la célula mas abundante. Estos datos abogan por una
diferenciacion funcional de la célula germinal testicular durante el segundo trimestre de la

gestacion.®

La asociacion de CIS con otras alteraciones, como las malformaciones genéticas, y
algunas formas que impiden una espermatogénesis normal, hacen sugerente la hipdtesis de que
CIS puede ser una manifestacion de disgenesia testicular, desarrollada y a desde los primeros
momentos de la diferenciacion embrionaria gonadal.*** En este sentido, se ha demostrado una
similitud muy préxima del CIS a la célula primordial germinal y al gonocito, consistente con el
origen pre-meiotico del CIS, puesto que los gonocitos normales y las células del CIS expresan
121,220

las mismas proteinas de superficie celular (PLAP, cKIT),

especificos de célula germinal (MAGEA4, VASA, TSPY, NY-ESO-1), y también los

y también algunos marcadores

gonocitos y las células del CIS estan regulados por las mismas moléculas que controlan el ciclo
celular (p53, CHK2, p19-INK4d).??* De hecho, el perfil de expresion génica de las células del
CIS es muy semejante a la célula madre embrionaria. Pero ademas, existen numerosos factores
que claramente se han relacionado con presencia de pluripotencialidad (NANOG, OCT3/4)
celular y con un estado de indiferenciacion (AP-2 gamma) celular, lo cual puede explicar la

marcada pluripotencialidad de las neoplasias de células germinales, las cuales son capaces de
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diferenciarse a varios tejidos somaticos, como ocurre en los distintos componentes del

‘[eratoma.220

Otras proteinas que también se expresan en el CIS, tales como VASA (proteina
especifica para la linea de células germinales), el TSPY (proteina especifica testicular Y) y los
marcadores de proliferacion celular como el Ki-67, también han sido identificadas en gonadas
masculinas desde el feto hasta el segundo y tercer trimestre de la gestacion y estan presentes en
los hombre adultos con espermatogénesis conservada y el CIS."! Sin embargo, existen algunas
peculiaridades de expresion; asi, VASA se ha encontrado en todas las células germinales,
mientras que TSYP se localizd predominantemente en la pre-espermatogonia en todas las
edades; contrariamente, los marcadores como el PLAP, cKIT, OCT3/4 y Ki-67 se observaron
en los estadios mas tempranos del desarrollo fetal, pero su expresion disminuye gradualmente a

121 .
Ademas,

lo largo de la gestacion, y solo ocasionalmente pueden identificarse en neonatos.
como se ha referido anteriormente, la amplificacion de ciertas regiones del cromosoma 12p,
puede facilitar la sobrevida del CIS y su progresion, los estudios genéticos hasta ahora no han
identificado un polimorfismo genético predisponente en la forma mas comun de cancer

testicular.??

La fosfatasa alcalina placentaria-like (PLAP) fue uno de los primeros marcadores
encontrados en los tumores testiculares; es una fosfatasa alcalina especifica de tejido con
funcién biologica desconocida, que se expresa también en el seminoma clésico, al igual que en
las células primordiales germinales y en los gonocitos primarjos. > 88-17:127:125,133,134,139, 159,236
Actualmente, PLAP sigue siendo el marcador mas cominmente usado para CIS en las biopsias
testiculares y en otras muestras patologicas de tejido testicular.?*****%7 Se han identificado
otros marcadores de CIS mediante anticuerpos producidos contra glucolipidos y glucoproteinas
expresados por lineas celulares derivadas de tumor, como son: M2A,'>#891:164 43 gp8890.109 ¢
TRA-1-60.% Estos marcadores, excepto 43-9F, se han detectado también en los gonocitos

133,134,236

normales y en las células germinales infantiles; sin embargo, la estructura y la funcion

de las proteinas nativas sigue siendo desconocida.

Gracias a la investigacion de marcadores adicionales de CIS se ha demostrado una
elevada expresion de KIT -también conocido como proto-oncogen c-kit-, un receptor tirosin-
quinasa de la membrana celular para el factor de las células madre }126:175:226:233.274 o

proteina, se encuentra una fuerte expresion de KIT en las células germinales fetales primarias y
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en los gonocitos infantiles; sin embargo, en las espermatogonias adultas del testiculo humano
se observa una expresion muy débil, e incluso indetectable.**'**#2623 ge ha propuesto que la
expresion prolongada de KIT, un potente factor antiapoptotico implicado en el retraso de
desarrollo de las células germinales poco diferenciadas, podria ser uno de los mecanismos que

. L. . ., . . 175225
conducen a la transformacion neoplasica mediante una prolongacion de su supervivencia.'”™

Dentro de las proteinas encontradas, tanto en las células germinales normales adultas
como en las células del CIS, se encuentran el factor de crecimiento insulina-like I (IGF-I) y la
proteina 5 que se une a IGF;*® ademas, también se ha identificado el gen supresor especifico de

células epiteliales normales (NES1; KLK-10)"** y la enzima de conversion angiotensina-1.”>

Un gen especifico de las células germinales es el VASA, el cual esta presente desde el
estadio de células primordiales primarias germinales hasta el de espermatidas post-meidticas.**
El transcrito y el producto proteico de VASA se expresan en CIS y en otros tumores que
contienen células de linea germinal, tanto en tumores germinales de hombres como en

. 24
mujeres.’

Aunque no se ha descrito la expresion de DAZ en la neoplasia de células germinales,
recientemente se ha demostrado, por inmunohistoquimica, el producto proteico de DAZL -
homélogo autosdmico de DAZ- en neoplasias testiculares de células germinales.'* La proteina
DAZL se ha identificado en las células del CIS, en los seminomas puros y en los componentes
seminomatosos de los tumores mixtos de células germinales, pero no en los tumores

germinales de tipo no-seminomas.'*

Recientemente, se han detectado los antigenos MAGE-A4 y NY-ESO-1 en las células de
CIS."** Estos antigenos -llamados antigenos "cancer/testis"- estan codificados por una
familia de genes. Los genes cancer/testis codifican las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I, que se expresan en varios tipos de cancer -como el cancer de
mama, el melanoma, el cancer de pulmoéon o el carcinoma de colon-; estas moléculas son

. e o . . . 01
reconocidas por linfocitos T citotoxicos autélogos de pacientes con cancer.?

Se piensa que p53 -un supresor tumoral prototipo, que funciona como regulador del ciclo

celular y de la reparacion del ADN- es el responsable de la elevada tendencia del CIS y del

155,225

seminoma a la apoptosis. El primer estudio que publico una alta expresion de p53 en las

células de CIS'7 desencadend, sin mucho éxito, una serie de investigaciones que buscaban una
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mutacion en el gen de p53 en tumores testiculares.”*>*'® Solamente hubo un estudio que
publicara alteraciones en el gen de p53 en las células del CIS."* La acumulacion de p53 en las
células del CIS podria ser una caracteristica persistente del desarrollo, ya que p53 se expresa de

forma elevada en los gonocitos fetales normales humanos,*'***?

pero no en las células
germinales normales de testiculos adultos donde la expresion s6lo puede detectarse a nivel de

ARNm.2%

En las células del CIS, también se demostré la presencia de otro supresor tumoral
funcional, Chk2, el cual fosforila a p53 y se activa por un dafio en el ADN."® Chk2 es
abundante en los gonocitos normales y en las espermatogonias, pero cuando las células entran

en meiosis su expresion queda rapidamente regulada y decae.'®

La ruta implicada en el punto de control de pRB muestra cambios interesantes de
expresion en los tumores de células germinales y en el CIS; de forma que se observa una

19275 ¢ de p19INKA4d en las células del CIS? y sobre-expresion de

llamativa regulacion de pRB
la ciclina D2.2*'** En los gonocitos fetales, se observd un patrén similar, lo cual apoya la
hipdtesis sobre la relacion entre los gonocitos y el CIS. Varias proteinas reguladoras,
incluyendo las ciclinas -como la ciclina E-, sus respectivas quinasas y, al menos, dos proteinas
inhibidoras -p16 INK4b y p18 INK4c- cambian su expresion durante la progresion de CIS

19,20

hacia tumores infiltrantes. Estos cambios y sus posibles implicaciones bioldgicas han sido

discutidos con detalle en una revision publicada por Barkova et al, en el afio 2003.%!

. . : , , 9
En el carcinoma embrionario, uno de los marcadores mas especificos es el TRA-1-60," el

<7 r 85 . ’
cual se expresa también en las células del CIS.™ Recientemente, se encontr6 este marcador en
células madre embrionarias humanas y en embriones pre-implantados,'’ pero su funcién

biologica sigue siendo desconocida.

En los ultimos anos, se han encontrado varios marcadores asociados con las células
madre pluripotenciales, entre ellos OCT-4, o POUSFI, un factor de transcripcién que es
necesario para prevenir a las células de la diferenciacion.”™ Recientemente, se ha detectado
una elevada expresion de OCT-4 en las células de CIS y en el gonadoblastoma, pero no en los
TCGT de tipo no-seminomas, incluidos aquellos casos bien diferenciados.'”"*"" Estas
observaciones proporcionan evidencias adicionales que indican que las células del CIS tienen
caracteristicas similares a las células madre. De hecho, frecuentemente, las células del CIS son

heterogéneas, de forma que, en algunos casos, una serie de genes/antigenos solo pueden
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expresarse en una subclase de células de CIS, especialmente en casos de CIS adyacentes a
tumores mixtos.”** Nosotros pensamos que este fendmeno puede estar relacionado con los
cambios relacionados con el distinto grado de diferenciacién celular, incrementada por la
inestabilidad genética de las células transformadas del CIS, lo cual, finalmente, lleva al
aumento de proliferacion, invasion y supervivencia del tumor fuera del tubo seminifero,
cuando no actiian los factores morfologicos y funcionales de las células de Sertoli que intentan

impedir la invasion del CIS hacia la pared peritubular.***

En definitiva, como ya se ha comentado previamente, parece quedar claro que las células
del CIS expresan también una serie de genes que estan presentes en las células germinales
adultas. Este continuum de la linea germinal celular queda reflejado por el nimero creciente de
proteinas que se detectan durante el desarrollo testicular, incluyendo las que regulan la
proliferacion de espermatogonias y, en algunos casos, la diferenciacion de los espermatocitos e
incluso las espermatidas. El desarrollo de errores en la division celular y de una inestabilidad
genética cada vez mayor, puede desencadenar una transformacion maligna, esto es, al origen de
las células del CIS. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha encontrado un perfil especifico, o al
menos bastante caracteristico de genes que se expresen en CIS, en seminomas, en TCGT no-
seminomatosos, o, incluso en células germinales normales, y que no estén presentes en los
gonocitos. Probablemente, haya genes que se expresen en los espermatocitos o en las
espermatidas, especialmente genes especificos de células germinales, que no se expresen en los

gonocitos y que, de otra parte, puedan estar presentes en los tumores testiculares.

Con todo, muchas de las diferencias en la expresion génica no se pueden explicar por la
alteracion del numero de copias. Aunque, una explicacion adicional al diferente epi-genotipo
entre distintos tipos de tumores —incluidos los TCGT- podria ser explicarse por la existencia de
diferentes patrones diferenciales de la metilacion de ADN." Las funciones moleculares de
algunos de estos procesos pueden relacionarse con las vias de sefalizacion celular de RAS y de
RB; de otra parte es bien sabido que KRAS2 se localiza dentro de la misma pequeiia region

186,2 . . . .. 123,266
37y éste no tiene un incremento de su expresion.'>*% Las

amplificada del cromosoma 12p
mutaciones permiten una activacion de las proteinas de RAS, y tanto KRAS2 como su
homologo NRAS se han detectado en los TCGT %1222 g op algunos CIS.2" Asi mismo,
en el CIS se han establecido nuevos marcadores tumorales proteicos, como CGB (GTC) y

AFP, ademas de ALPP/ALPP2 (PLAP/GCAP) y KIT.>*®
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Las bases moleculares de la tumorogénesis no han sido bien elucidadas, pero hay que
tener en cuenta los factores de crecimiento que regulan procesos basicos como son el
crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis. En la gonada masculina, desde la vida
fetal hasta la vida adulta, estos factores estan involucrados en la proliferacion de las células
germinales y en su diferenciacion. En el caso particular de muchos tumores malignos, las vias
del crecimiento sufren desregulacion, lo que indica la importancia de los factores de
crecimiento en el desarrollo del testiculo normal y en su desregulacion adquirida en el cancer
humano. De esta forma, los factores de crecimiento y las moléculas de sefializacion pueden

estar implicados en la génesis de los tumores testiculares.

Se ha detectado una mutacion somatica del gen SMADA4, el cual es responsable de la
pérdida de la funcién de algunas proteinas en los seminomas.® Esta inactivacion mutacional
puede afectar a varios miembros de la superfamilia de los factores de crecimiento TGFbeta
(TGFbeta, activita, inhibina y BMP). En los seminomas, la expresion del factor de crecimiento
vascular VEGF se ha demostrado que tiene un valor predictivo del desarrollo de metastasis. Se
ha encontrado una asociacion significativa entre la expresion de HST-1 -un miembro de los
factores de crecimiento de fibroblastos-, el fenotipo de los TCGT no-seminomatosos, y el
estadio clinico-patologico del tumor. Por el contrario, C-KIT sélo se expresa en los seminomas
en la fase pre-invasiva. Ademas, la mutacion activada de C-KIT ha sido poco descrita, a pesar
de la intensa expresion en casi todos los seminomas. Las distintas familias de factores de
crecimiento regulan diferentes procesos bioldgicos, incluyendo la proliferacion, diferenciacion,
desarrollo y produccion de matriz extracelular.'® De forma particular en el testiculo fetal, TGF
beta es conocido como un factor antiproliferativo de gonocitos, este factor realiza la
sefializacion a través de dos tipos diferentes de receptores de serina/treonina protein-kinasas, de
los receptores de TGF-beta tipo I y tipo II, y de la activacion de efectores intracelulares

318 1 0s SMDAs liberan la sefial desde la membrana celular

especificos denominados SMAD:s.
hasta el nticleo, donde actian como factores de transcripcion.’®! La via TGF-beta SMAD puede
inducir inhibidores del crecimiento y de la respuesta a la apoptosis. La inactivacion de los
componentes intracelulares de esta via demuestra que contribuyen directamente en la
tumorogénesis.*” En un estudio de inmunohistoquimica, se ha detectado la expresion de
proteinas como TGF-beta 1-2 y TGF-beta RI y II en la mayoria de los 26 tumores germinales
analizados (42-80%). La inmunotincion para TGF-beta fue mas intensa en las estructuras

desdiferenciadas de los teratomas inmaduros que en las estructuras indiferenciadas. Ademas, el
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patron de tincion de TGF-beta fue difuso en los seminomas, y focal y en parches en los
teratomas.*® El analisis mutacional de los genes TGF-beta RI, TGF-beta RII y SMAD (SMADI
y SMAD7), en los seminomas testiculares, demostré que SMAD4 es el inico componente de la
via de TGF-beta afectada en los TCGT.* La inactivacion mutacional dominante del extremo
SMAD4/COOH puede afectar no s6lo a la actividad de TGF-beta sino también a otros
miembros de esta familia, incluyendo inhibina, activina y BMP (proteina morfogenética 6sea).
Verdaderamente, el analisis de la via de sefializacion de la activina, de BMP y de TGF-beta
demuestra que todas las respuestas estudiadas dependen de la interaccion entre SMAD4 y

SMADs.®

La red de senalizacion de TGF-beta, cuando se estudia en otros tumores, queda
interrumpida por las mutaciones en SMAD4 y SMAD?2. Originalmente, se identifico6 a SMAD4
como candidato a gen supresor tumoral 18q21. El 50% de los carcinomas pancreaticos
muestran una mutacion somatica consistente en deleccion.'” En el cancer de colon también se
ha descrito una inactivacion bialélica de SMADA4.'%® Asi mismo, en los tumores testiculares, se
ha observado la pérdida o deleccion del brazo largo del cromosoma 18,°"*>*'7 |o cual
concuerda con el papel potencial del gen SMDA4 en la carcinogénesis de estos tumores. Pero
ademas, en el desarrollo gonadal normal, otros miembros de la familia TGF-beta también han
sido implicados. Asi, en ratones, la deficiencia de inhibina determina el desarrollo de tumores
del estroma gonadal, sugiriendo que la inhibina regula negativamente la proliferacion de las

. , 16
células del estroma gonadal y actiia como un gen supresor.'®’

El receptor tirosin-kinasa del factor de crecimiento de las células madre estd regulado por
el proto-oncogen C-KIT.** La inactivacién del factor de las células madre induce una
dimerizacion rapida y completa del receptor que implica la activacion, por autofosforilacion, o
la catalisis de la tirosin-kinasa. Se sabe que las células de Sertoli son la tnica fuente de factor
de crecimiento de las células madre en el testiculo.**® C-Kit es detectado en las gonadas
masculinas durante la embriogénesis y el desarrollo postnatal; ademés, SCH/KIT esta
involucrado en las diferentes funciones del testiculo, incluyendo la migracion de las células

germinales, la adhesion celular, la proliferacion celular y la accidon de la apoptosis.

En la ausencia de células germinales de los testiculos postnatales patologicos, se asocian
a mutaciones homocigotas W y S1, las cuales provocan, respectivamente, ausencia de

produccion de C-KIT o SFC. Estas alteraciones de la espermatogénesis estan relacionadas con
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defectos de migracion de células germinales primordiales (PGC) o con el desarrollo de
apoptosis.'® Se sabe que SCF/C-KIT estd implicado en la proliferacion de las células
germinales normales durante las diferentes etapas del desarrollo testicular -etapa fetal,
comienzo de la pubertad y auto-renovacion del adulto-; de este modo, el complejo SCF/C-KIT
parece representar uno de los reguladores clave de la espermatogénesis. Por tanto, es logico
sospechar la implicacion de este sistema en las patologias gonadales humanas. En los testiculos
adultos humanos, las células de Sertoli son inmunoreactivas para SCF, mientras que las células
germinales -células espermatogénicas primarias, granulos acrosomales de las espermatidas
redondas y acrosoma del espermatozoide- y también las células de Leydig son inmunoreactivas
para C-KIT.** Sin embargo, otros estudios no han podido detectar ningan tipo de
inmunoreactividad KIT en las células de Leydig,” ni en las células germinales normales o no-

neoplasicas.??®

En los TCGT, C-KIT se expresa en una proporcion de 24/30 seminomas (80%), mientras
que en los TCGT no-seminomas la expresion de C-KIT es de 3/40 (7%). Estos resultados se
confirman en el estudio de Murty et al.,'*® quienes detectan mRNA de C-KIT en 3 de 10
seminomas, pero no lo encuentran en ninguno de los 12 TCGT no-seminomas. Asi mismo, en
todas las células seminomatosas de los TCGT estudiados se demuestra
inmunohistoquimicamente la presencia de proteina KIT, mientras que ninguno de los TCGT
no-seminomas muestra inmunorreaccion con anticuerpo anti-KIT.?2%#7* No obstante, todos los
casos analizados de CIS presentan una fuerte patron de tincion en la membranas celulares con

el anticuerpo anti-KIT.*2¢

En contraste, no se observa mRNA de SCF en ninguno de los ocho
seminomas y TCGT no-seminomas, y la proteina correspondiente muestra una presencia débil
en 7 de los 18 tumores, siendo su patron de expresion similar en los diferentes subtipos
histologico de tumores de células germinales.””* Estos hallazgos sugieren que C-KIT puede
estar implicado en la diferenciacion seminomatosa de los tumores de células germinales, desde
la etapa pre-invasiva hasta la diferenciacion a no-seminoma, en la que su expresion disminuye,

o incluso se pierde. En este punto, Rajpert-de Meyts y Skakkebaek?*

han sugerido que las
células del CIS pueden quedar atrapadas intratubularmente por la funcion adhesiva
transmembrana del complejo KIT/SCF. Una disminucidon en la expresion de KIT en los
seminomas, y una pérdida de expresion en los TCGT no-seminomas podria explicar la rapida
invasion del intersticio por las células malignas de CIS.**® El hallazgo de la expresion de C-

KIT, tanto en las células del CIS como en los seminomas, apoya la hipdtesis de su origen desde
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las células germinales pre-meidticas, y concuerda con la teoria sobre la progresion tumoral.
Esta teoria considera que primero ocurre la diferenciacion de célula transformadas de CIS, las
cuales cuando invaden la pared peritubular y el intersticio se convierten en un seminoma, esto
es en una forma mas agresiva de TCGT. A pesar del alto nivel de la expresion de KIT en los
seminomas, el analisis mutacional del gen C-KIT ha mostrado mutaciones activas en una

minoria de losTCGT.

En las células germinales normales, la deteccion de receptores de superficie de C-KIT y
RET/GFR-1, y de sus ligandos naturales en las células de Sertoli -respectivamente, SCF y
GDNF- sugieren la presencia de mecanismos troficos reguladores complementarios al sistema
del eje endocrino FSH-LH-testosterona. Parece que estas interacciones hormonales y locales
desempefian también un papel en la proliferacion de los TCGT. Varios receptores con actividad
tirosin-quinasa y sus ligandos especificos (C-KIT/SCF y GDNF/RET/GFR-1) han sido
implicados en TCGT, tanto humanos como animales. En los ultimos afios, se han desarrollado
drogas que inhiben protein-quinasas individuales, como son: las pequefias moléculas
inhibidoras de EGFR utilizadas en carcinomas de pulmoén, los anticuerpos monoclonales que
bloquean la funcion del receptor ErbB2 empleados en carcinomas de mama que sobre-expresan
ErbB2, y los inhibidores de C-KIT usados en los tumores estromales gastro-intestinales. Sin
embargo, se necesitan realizar futuros estudios sobre el papel de los factores de crecimiento, las
redes de sefializacién y las proteinas implicadas en la carcinogénesis de los TCGT, para
permitir el desarrollo de moduladores farmacolédgicos especificos de senalizacion que puedan

ser usados como agentes terapéuticos.

La angiogénesis también es indispensable para el crecimiento tumoral y la metastasis de
numerosos tumores.” El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es una N-
glicoproteina dimérica de 32-46 Kda. VEGF es quimiotactica y mitogénica para las células
endoteliales in vitro, provoca la angiogénesis in vivo, e incrementa la permeabilidad del
endootelio vascular. Este factor de crecimiento se une a los receptores tirosin-quinasa FLT-1,
Flk-1/KDR, los cuales se expresan casi exclusivamente en las células endoteliales.”*" La
expresion de VEGF se correlaciona con la densidad de los microvasos y las metastasis en
muchos tumores solidos.*"?*? La timidin fosforilasa (TP) est4 implicada en el metabolismo de

los nucleodsidos pirimidinicos y se ha demostrado que es idéntica al factor de crecimiento

endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF).*® TP muestra actividad angiogénica in vivo,
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siendo su actividad enzimatica indispensable para su efecto angiogénico.'”® El aumento de la
expresion de TP se correlaciona con la densidad de los microvasos y con un peor pronostico en
muchos tumores.”® Se ha demostrado que tanto el mRNA como la expresion proteica de
VEGEF son significativamente mayores en los TCGT que en los testiculos normales, y que su
expresion se correlaciona con la densidad microvascular dentro de los tumores.”?" En estos
tumores, se expresan predominantemente las isoformas VEGF121 y VEGF165, que se unen a
los receptores VEGF vy los activan (FLT-1 and Flk-1/KDR).**® Ademas, los mRNAs de FLT-1
y Flk-1/KDR son casi indetectables en los testiculos normales, mientras que ambos transcritos
se sobre-expresan en 4 de cada 5 tumores de células germinales altamente vascularizados.’®
Estos hallazgos sugieren que VEGF121 y VEGF165, producidos por losTCGT, podrian activar
el grupo correspondiente de receptores expresados en las células endoteliales tumorales,
actuando de forma paracrina para inducir la neovascularizaciéon. De esta forma, queda
demostrado que existe correlacion entre la expresion de VEGF y las metéstasis en los tumores
testiculares de células germinales.”” En este estudio, el analisis multivariante demostrd que el
unico predictor estadisticamente significativo de metastasis en los seminomas es la expresion
de VEGF; mientras que, en los TCGT no-seminomas, tanto la expresion de VEGF como el
recuento de microvasos son predictores signifivativos.”’ De otra parte, se observo una intensa
inmunorreactividad TP en los macrofagos y en los fibroblastos infiltrantes del estroma, pero no

en ninguna de las células del carcinoma.”’

En relacion con el factor de crecimiento derivado de plaquetas, los genes PDGF-A y
PDGF-B son los que codifican la sintesis proteica de las cadenas A y B de este factor, estos dos
genes se localizan, respectivamente, en los cromosomas 7p y 22q. En el testiculo se ha
demostrado que existe una estrecha conexion entre el sistema PDGF, el inicio de la
espermatogénesis y el reinicio de la esteroidogénesis.** Las células de Leydig humanas
expresan PDGF, lo que sugiere que el desarrollo embrionario y fetal de las células de Leydig
podria estar regulado por PDGF,** ya que en los ratones deficientes para PDGF-A se ha
observado una falta de desarrollo de las células de Leydig de tipo adulto.”* En los tumores de
células de Leydig, la expresion de ligandos y proteinas receptoras de PDGF sugiere una
relacion entre el sistema PDGF y la tumorogénesis testicular.* En 28 casos con TCGT se ha
identificado un receptor aberrante de PDGF -transcrito de 1,5 kb- y también se ha encontrado
en 27 parénquimas testiculares con CIS; mientras que ninguno de los tejidos testiculares

normales, placenta, o semen control expresaron este transcrito, lo cual indica que el receptor
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alternativo de PDGF -transcrito de 1,5 kb- podria usarse como un marcador altamente selectivo
para detectar las primeras etapas del desarrollo de un TCGT."®*!" Ademas, la expresion de
este transcrito en los TCGT depende de su grado de diferenciacion, y presenta una correlacion
positiva con el factor de transcripcion embrionaria OCT4/POUSFI1. Este transcrito de 1,5 kb
también se expresa en células no germinales malignas y en células normales, tales como

linfocitos B, gliomas y melanomas, pero sin la expresién concomitante de OCT4/POUSF1.2!!

La expresion del oncogén HST-1, al contrario de lo que ocurre con la expresion de C-
KIT, es significativamente mas frecuente en los TCGT no-seminomas (63%) que en
seminomas (4%). En el grupo de los TCGT no-seminomas, también se encuentra una
asociacion significativa entre la expresion de HST-1 y el estadio del tumor.?” Estos hallazgos
sugieren que el gen HST-1 puede estar implicado en la progresion de los TCGT vy la

transformacion de tumores bien diferenciados en fenotipos mas agresivos.

Inmunohistoquimicamente se ha detectado la expresion de FGF4, FGF8 y FGFRI en
todos los carcinomas embrionarios, los coriocarcinomas y los tumores del saco vitelino (yolk
sac tumors), mientras que con los anticuerpos anti-FGF4, FGF8 y FGFR1, respectivamente,

281 Ademas, no

solamente el 53, 38 y 46% de los semionomas mostraron una tincidon positiva.
se detecto tincion en las areas diferenciadas de teratomas maduros e inmaduros, asimismo en
las células P19 de teratocarcinoma de murino, los transcritos de FGF4, FGF8, FGFR-1

281
1.

desaparecian después de la diferenciacion neura Teniendo en cuenta los resultados

anteriores, Suzuki et al.?*' Sugieren que el bloqueo de las sefiales de FGF en los tumores de

células germinales puede inducir la diferenciacion tumoral *!

EGFR es una glucoproteina de la membrana plasmatica con actividad tirosin-quinasa.
Después de la union con el ligando, tiene lugar la dimerizacion de EGFR, lo que provoca la
autofosforilacion de la tirosina y la activacion de una cascada de respuestas fisioldgicas
bioquimicas que estan implicadas en la traduccion de la sefial mitogénica de las células
normales y malignaa.' En 16 de 18 TCGT no-seminomas, se ha observado una fuerte
inmunorreactividad en la membrana para EGFR1 en las células del sincitiotrofoblasto (HCG
positivas) del componente de coriocarcinoma. Se ha visto la coexpresion con HER-2/neu y
TGF, respectivamente, en el 25% y 36% de los casos.'® Estos hallazgos indican la activacion
de EGFR y la estimulacion autocrina en los TCGT no-seminomatosos positivos para HCG.

Esta sobre-expresion de EGFR puede tener en el futuro cierta relevancia terapéutica.
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La somatostatina (SRIF) es una hormona peptidica reguladora con potentes acciones
antiproliferativas. Se considera que el estado funcional del receptor SRIF tiene valor
diagnostico y prondstico.'** SRIF se expresa tanto en testiculos humanos normales,?*® como en
TCGT;'"" de forma que el incremento en la secrecion de testosterona tiene lugar sin un
aumento simultaneo de secrecion de LH. Todos estos datos sugieren que SRIF puede modular
la secrecion de testosterona en el testiculo.*™ La presencia de SRIF y de sus receptores en los
testiculos humanos'® apoya la existencia de bucles autocrinos o paracrinos que controlan la

secrecion local de testosterona.

Expresion de MAGE en los Tumores Testiculares

Se sabe que los genes MAGE se expresan en una amplia variedad de tumores y en las
células germinales premeiodticas del testiculo normal (espermatogonia mitética y espermatocito
primario). El MAGE se expresa intensamente en el CIS y , asi mismo, también se expresa en
los precursores fetales de las células madre germinales en la semana 17 de la gestacion. Estos
datos permiten sugerir que el CIS pudiera originarse de las prespermatogonias fetales."® En los
seminomas clasicos, el MAGE se identifica de forma uniforme y especifica en todas las células
tumorales y, contrariamente, el MAGE es negativo en los seminomas anaplasicos. Sin
embargo, curiosamente el MAGE se expresa especificamente solo en una subpoblacion de
células de CIS, pero en otras, no; estos datos proporcionan evidencia clara de la heterogeneidad

del fenotipo de las células del CIS."

Expresion de Aurora A y de Aurora B en los Tumores Testiculares y otras
Enfermedades Neopldasicas

La investigacion de nuevas moléculas reguladoras del ciclo celular y de la apoptosis en
los TCGT permiten aportar nuevos conocimientos acerca del comportamiento biologico y del
significado clinico-patologico de los distintos tipos de estos tumores malignos; ademads, estos
estudios pueden ser de utilidad en el manejo de estos enfermos, en lo que se refiere a
pronostico y resistencia a tratamiento. En la actualidad ha demostrado ser muy ttil el valorar la
posible correlacion entre los marcadores de proliferacion celular, fundamentalmente ki 67, con
la expresion de moléculas reguladoras de ciclo celular de la familia de Auroras (protein-
quinasas), con los datos de expresion de proteinas pro-apoptdticas (cerb-2) y con moléculas

anti-apoptoticas (survivina) en los diferentes patrones histologicos de TCGT.
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En relacion con la investigacion de la expresion inmunohistoquimica de Aurora A y de
Aurora B, los objetivos de la presente Tesis se han centrado en: 1) determinar la frecuencia de
la inmunoexpresion de STK15 en el cancer testicular y su relacion con variables clinico-
patologicas e inmunohistoquimicas, en relacion con la proliferacion celular y la expresion de
moléculas proapoptoéticas y de moléculas inhibidoras de la apoptosis, y 2) determinar la
influencia de la expresion de STK15 en la capacidad tumorogénica de los diferentes patrones
histopatologicos de los tumores malignos de células germinales desarrollados en testiculos de

pacientes normales y en diferentes casos con infertilidad de origen congénito o adquirido.

Las Aurora quinasas son proteinas de la familia serina/treonina quinasas, cuya estructura
y funcion estd conservada en organismos eucariotas. Tres genes de la familia de Aurora
quinasas se han identificado en el humano (Aurora A, B y C), y de estos STK15 -también
conocido como aurora-2, aikl, btak, Aurora-A y arkl- ha sido el primero en describirse. El gen
STK15/Aurora-A se considera un oncogén que se encuentra amplificado en diversas neoplasias
humanas, incluyendo el cancer de mama y de ovario; sin embargo, su posible relacion con las
caracteristicas clinico-patoldgicas y la evolucion de los tumores no estéd establecida. Ademas, la
investigacion de este gen en las neoplasias de mama tiene interés, dado que la sobreexpresion
de STK15 se ha relacionado con resistencia a taxanos. Se ha demostrado que el gen STK15 se
localiza en el cromosoma 20q13.2-q13.3, una regiéon amplificada con frecuencia en tumores

malignos humanos,?®” por lo que su investigacion ha cobrado gran interés en afios recientes.

Las Aurora quinasas tienen un dominio catalitico en su extremo COOH-terminal
altamente conservado dentro de la familia, pero ademas, tiene un dominio NH2 terminal,
variable entre diferentes organismos. La parte mas conservada dentro del dominio catalitico es
el bucle de activacion que contiene un residuo de treonina, cuya fosforilacion induce la
actividad quinasa de la proteina.*'® De otra parte, STK15 es degradada por el proteasoma y la
via dependiente de ubiquitina, de modo que su degradacion ocurre al inicio de la fase G1 del

ciclo celular y depende de una secuencia localizada en el extremo C-terminal de la proteina.

Las Aurora quinasas se asocian con la dinamica de los centrosomas y los microtubulos.
Se localizan en el centrosoma alrededor del material pericentriolar, en los microtubulos y en el
huso mitético, en consonancia con su participacion en la separacion cromosomica y la division
celular.®® Sin embargo, la localizacién de STK15 depende del ciclo celular: la proteina es

detectada por inmunofluorescencia indirecta s6lo en los centrosomas duplicados durante el
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ciclo celular y solo desde final de la fase S al comienzo de la fase G1 del ciclo siguiente.
Durante la fase G2 del ciclo celular STK15 colocaliza con la y-tubulina, indicando que
corresponde a una proteina del centrosoma.®® De hecho, STK15 se ha relacionado con la
duplicacion, separacion y maduracion de los centrosomas, mediante procesos de fosforilacion,
los cuales son necesarios para la separacion de los centrosomas y el ensamblaje y estabilidad

172 Recientemente, también se

del huso mitético™ y para inducir la poliadenilacion del mRNA.
ha visto que la proteina humana TACC3 (Transforming Acidic Coiled Coil protein number 3)
es fosforilada por STK15.** Finalmente, en la mayoria de mutantes de STK 15, no se detecta y-
tubulina y centrosomina en el centrosoma, sugiriendo que STK15 es necesaria para el
reclutamiento de estas proteinas.”” De hecho, esta podria ser una de las principales funciones de

STK15: reclutar proteinas hacia el centrosoma para realizar, por ejemplo, funciones locales,

como la maduracidn del centrosoma.

Recientemente se han descrito dos proteinas relacionadas con la activacion de la Aurora
A STK15. TPX2 fue la primera proteina descrita con capacidad de promover la fosforilacion y
la actividad quinasa de Aurora-A.*> En un segundo estudio se describi6 un complejo formado
por la proteina Ajuba y Aurora-A y su funcién clave en la progresion de la fase G2/M del ciclo
celular, siendo Ajuba esencial para activar a Aurora-A."" Sin embargo, a pesar de que Ajuba
es necesaria para dicha activacion, se sabe que no es suficiente por si sola. Aunque no esta
aclarado cual es la sefial ultima que induce la activacion de STK15-Ajuba, este complejo, al
igual que Cdkl-ciclina B1 son uno de los procesos celulares més tempranos que inducen la

entrada en mitosis.

La posible implicacion de STK15 en el cancer humano se relaciona con el hecho de que
su gen se localiza en una regién cromosdmica (20q13) que se encuentra amplificada, aunque
con frecuencia variable, en distintos tipos de neoplasias humanas. Las amplificaciones en 20q
ocurren en una gran variedad de tumores, que incluyen céncer de mama, vejiga, ovario,

, 1,57,288,289,326
pancreas, cabeza y cuello y condrosarcomas.?'->"288:289-3

Un hecho interesante es que las alteraciones en la ploidia inducidas por sobreexpresion
de STK15 son potenciadas en células p53. Esta observacion, unida a la demostraciéon de que
STK15 interacciona con p53 y de que, asimismo, p53 es capaz de suprimir la accion
transformante de STK 1, inhibiendo su actividad quinasa,*’ sugieren que el papel oncogénico

que STK15 puede estar modulado por la actividad génica de la célula, en especial el estado
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funcional de p53. En este sentido, esta establecido que el gen p53 puede jugar un papel
importante en el desarrollo de aneuploidia, tras la existencia de diversas alteraciones entre las
que se incluye la sobreexpresion de STK15 como causa de desregulacion del proceso mitotico.
Una mitosis anomala daria origen a parada en G1 o apoptosis en presencia de p53 funcional.
En caso contrario, la célula progresara hacia rondas sucesivas de replicacion de DNA y
duplicacién del centrosoma, dando origen a una progenie poliploide con 4 centrosomas. En las
sucesivas mitosis, la célula formara husos multipolares, causando inestabilidad cromosémica y

aneuploidia.'™

En relacion con el céncer de mama, se han publicado resultados de la expresion

inmunohistoquimica de STK15,2%

observandose una sobreexpresion en el 94% de los casos
con carcinoma ductal infiltrate, mientras que ninguno de los tejidos normales estudiados
expresaban STK15. Dada la alta incidencia de sobreexpresion y el bajo nimero de casos
analizados, no se han encontrado todavia una clara relacion entre ésta y otras variables, tales
como la expresion de marcadores de proliferacion celular (Ki67 y PCNA). Recientemente se ha
analizado la expresion de mRNA de STK15 en 47 carcinomas de mama mediante RT-PCR

cuantitativa (Tagman-PCR).""”

Estos autores han encontrado que la expresion media de STK15
fue significativamente superior en los carcinomas que en el tejido mamario normal; asi mismo,
se vio que la expresion de STK15 era significativamente mayor en aquellos carcinomas de alto
grado y que ademas tenian receptores hormonales negativos. Por ultimo, los carcinomas con

mayor inestabilidad cromosdmica mostraron mayor expresion de STK15.

En el cancer de ovario, de otra parte, la amplificacion de STK15 se ha descrito en el 33%
de lineas celulares®? y en el 21% de carcinomas primarios del ovario.?®” Sin embargo, este
ultimo estudio -que so6lo incluia 24 carcinomas esporadicos del ovario- demostré que todos
aquellos casos con amplificacion de STK15 (>3 veces) fueron carcinomas serosos (3 casos) o
indiferenciados (2 casos): con todo, estos datos son aun preliminares si se comparan con
estudios de series de tumores mas amplias; asi en una serie que incluyo unos 200 tumores de
endometrio se encontrd que el 60% de los casos tenian el gen STK15 amplificado, lo cual se
asociaba al diagnéstico de la variante de tipo no endometrioide del carcinoma de
endometrio.'® Recientemente, se ha analizado la sobreexpresion y activacion de STK15 en un
grupo de 92 carcinomas de ovario de distinto tipo histoldgico y estadio clinico, incluyendo

tumores borderline (potencial maligno, aunque de prondstico incierto), encontrdndose un
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aumento de la actividad quinasa de STKI15 en el 48% de los tumores y aumento de su
expresion inmunohistoquimica en el 57% de los casos.'" Aunque el estudio no encontré una
relacion entre la actividad quinasa y las caracteristicas clinico-patologicas, la sobreexpresion
fue significativamente mas frecuente en aquellos casos con estadios bajos y en tumores no

: . 101
infiltrantes, lo que contrasta con los resultados observados en otras neoplasias.

Amplificacion de STK15 también se ha descrito en otros tumores humanos; en concreto,
un estudio de céncer de colon demostrd que el 52% de 79 carcinomas de colon analizados
mediante “Southern blot” mostraba amplificacion de STK15, mientras que el 54% de 41
carcinomas analizados mediante ‘“Northern blot” mostraron sobreexpresion, observandose una
alta correlacion entre ambas determinaciones.”! En el cancer gastrico, se ha demostrado
amplificacion de STK15, utilizando técnicas de FISH, en el 5% de 72 carcinomas analizados y
sobreexpresion (mediante RT-PCR semicuantitativa) en el 50% de los casos.**® Ademas, en
este estudio todos los casos (n=4) con amplificacion de STK15 fueron aneuploides; sin
embargo, no se pudo demostrar una relacion directa entre sobreexpresion de STK1S5 y la
aneuploidia.?*® Por wltimo, en el cancer de pancreas, la sobreexpresion de STK15 (evaluada por
“Western blot”) se ha observado en el 58% de 38 carcinomas analizados, no habiéndose
encontrado correlacion con el tamafio del tumor, su grado de diferenciacion ni con las
metastasis.'*® Pero sin duda y hasta la fecha actual, el estudio clinico-patologico y de evolucion
mas importante sobre la implicacion de STK15 en una neoplasia humana ha sido realizado en
cancer de vejiga urinaria, analizandose inmunohistoquimicamente 205 carcinomas. En este
estudio se ha comprobado que aproximadamente el 50% de los tumores sobreexpresaban
STK15 y que esta sobreexpresion se asociaba a otros criterios de agresividad del carcinoma de
vejiga, entre los que se encuentran: a alto grado histoldgico, crecimiento no papilar,

infiltracién, aneuploidia y mayor posibilidad de recidiva y metastasis.>’

En definitiva, dado que los niveles de expresion de STK15 suelen ser bajos o nulos en la
mayoria de los tejidos normales, pero que, al contrario, en distintos tipos de carcinomas la
amplificacion y sobreexpresion son relativamente comunes, por lo que se ha sugerido que
STK15 podria ser una diana adecuada para identificar y disefiar nuevos compuestos

- 11
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Introduccion 47

Expresion de Survivina en los Tumores Testiculares y otras Enfermedades
Neoplasicas

Una vez que ha quedado claro, tal como hemos constatado en la amplia revision de la
literatura, que la funcidén de la Aurora B quinasa en el centrémero y en el huso central es
crucial para la segregacion de los cromosomas y los procesos de citoquinesis, es necesario
abordar nuevas investigaciones centradas en la regulacién de la Aurora B humana, incluidas la
deteccion del denominado Complejo Asociado Interior de la Proteina del Centromero
(INCENP) y de la Survivina."”® Se ha visto que la progresién mitdtica esta afectada
severamente por la sobrexpresion de un catalitico inactivo, dominante-mutante de Aurora B
que afecta la localizacion de todo el complejo Aurora B/INCENP/ survivina al centromero y al
huso central.'?® Si bien la actividad de la quinasa fue estimulada por el INCENP y que la
region terminal C del INCENP fue suficiente para su activacion, la survivina no demostro

influir en la actividad de la quinasa.'?’

La survivina se ha estudiado, mediante PCR, en tumores germinales y en testiculos con
defectos en la espermatogénesis,’” demostrandose que la survivina se expresé a altos niveles
en los TCGT indiferenciados y en el testiculo normal, contrariamente, la survivina se perdié en
los teratomas maduros y en pacientes infértiles con aplasia de células germinales; por ello, cabe
especular que la expresion de la survivina se correlaciona con la diferenciacion de los TCGT,
por lo que la regulacion de la survivina puede ser relevante en la tumorogénesis y potencial

maligno que pueden experimentar las células germinales testiculares *"

Se saber que la survivina es un miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de la
apoptosis y se cree que la survivina tenga un papel en la oncogénesis. El gen de la survivina
estd localizado en el cromosoma 11E2 y contiene 4 exones. Ademas, los clones de la survivina
cDNA predicen que existen tres distintos tipos o isoformas de survivina.**> La presencia de
distintas isoformas de la survivina que son expresadas diferencialmente sugiere que esta
molécula reaaliza un papel complejo en la regulacion de la apoptosis.”> Se sabe que la
sobrevida prolongada y aberrante de las células neoplésicas se debe a la supresion de la
apoptosis, lo que contribuye a la carcinogénesis; por ello, las proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAP) tienen un papel importante, puesto que inhiben las caspasa 3,7 y 9. De hecho,
la survivina es el inico miembro de esta familia que se expresa en muchos canceres humanos,
incluyendo la neoplasia intraepitelial pancreédtica, pero no se expresa en tejidos adultos

normales.?
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La desregulacion de la apoptosis en las células germinales puede contribuir a la
infertilidad, asi como a la trasformacion maligna.314 Por ello, la inmunolocalizacion de la
survivina en los diferentes tipos de TCGT tiene especial importancia en la evaluacién
histopatologia y evolutiva de estos tumores testiculares, y también en la investigacion de los
posibles mecanismos de apoptosis que pueden sufrir estos tumores germinales, dado que se ha
sugerido que la survivina es un inhibidor de la apoptosis y estd sobrexpresada en muchas

neoplésicas humanas y, contrariamente, rara vez se detecta en tejidos normales.™'

La survivna siempre se expresa en el citoplasma de las células normales y su expresion
se incrementa significativamente en el citosol y de las membranas citoplasmicas de las células
transformadas. Pero ademads, en varios tumores, incluido el carcinoma de pancreas, se ha
descrito una localizacion nuclear de la survivina, sobretodo de las lesiones de alto grado,
sugiriendo que existe una traslocacidon nuclear de esta proteina, la cual se interpreta como un
proceso temprano en la transformaciéon maligna.” En los TCGT, se ha encontrado un alto
marcaje de survivina en aquellos casos con componentes indiferenciados, en contraposicion, la
survivina estd ausente en teratomas maduros.’® De otra parte, en pacientes infértiles se ha
encontrado una disminucién en la expresion y de la regulacion de survivina, sobre todo en las
alteraciones graves de la espermatogénesis. De hecho, niveles altos de expresion de survivina
se han visto en los testiculos normales, pero se evidencia una pérdida de la expresion de
survivina en aquellos pacientes con las paradas de la espermatogénesis que ocurren en los
estadios de diferenciacion pre-meiotico y sobre todo también en los casos de aplasia germinal.
Todos estos datos obtenidos en pacientes con subfertilidad indican que la survivina contribuye
al balance entre la proliferacion de las células germinales y la apoptosis. En definitiva, en el
testiculo humano, la survivina se expresa tanto en las células germinales normales, como en las
trasformadas y ademas en el caso de TCGT mixtos, la expresion de la survivina también parece

. 313314
perderse cuando ocurre la diferenciaciéon sdmatica.**?

Dado que se ha demostrado que la survivina es un inhibidor de la apoptosis, es necesario
revisar la expresion de otros moléculas pro-apoptdticas e inhibidoras de la apoptosis en el
testiculo humano normal y en los TCGT. Se sabe que la apoptosis desempeiia un papel crucial
en la regulacion de la espermatogénesis, dado que las células germinales masculinas estan, en
parte, reguladas por las moléculas que controlan los procesos de apoptosis, como son: Bcl2,

102

Bax, y la via de Fas. "~ En los seminomas, se ha encontrado que la expresion de Fas fue del
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89.7% y de Fas-L en el 82% y ninguno de los tumores expresé Bcl2. No se obtuvo correlacion
entre el indice apoptotico y la expresion de Fas, Fas-1 o Bel-2. Sin embargo, si se observo una
relacion significativa entre el nimero de células Bax positivas y las células apoptoticas: el Bax
fue positivo en el 69% de los tumores y la positividad de Bax se relacion6 con un incremento
en el indice apoptotico, todo lo contrario ocurrié cuando el Bax resultd negativo. Estos datos
podrian sugerir que el Bax tendria un papel relevante en la modulacion de la apoptosis en el
seminoma humano, lo que estaria en parte relacionado con su pronostico favorable y su buena
respuesta a los tratamientos con radioterapia.'®® De otra parte, cuando en tumores testiculares y
ovaricos se investigd el grado de apoptosis con los marcadores inmunohistoquimicos p53 y
Bcl2, se encuentrd que el carcinoma embrionario tenia el indice apoptotico mas alto, seguido
del seminoma, de los coriocarcinomas y, por ultimo, de los teratomas inmaduros. Pero ademas,
en los teratomas inmaduros, el Bcl-2 se detectd solo ocasionalmente en algunas células
mesenquimales y epiteliales, tanto de sus componentes de teratoma inmaduro, como los de
teratoma maduro. Por ultimo, todas las demas variantes de TCGT no expresaron Bcl-2. En
definitiva, se sugiere que el nivel de apoptosis en los TCGT se asocia con el tipo histologico,

independientemente de si es un tumor germinal puro o mixto.”®
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HIPOTESIS

PRIMERA. (El perfil de expresion inmunohistoquimica de la nueva molécula MAGE
identificada en los tumores de células germinales testiculares permite distinguir los seminomas
de cada uno de los tipos histoldgicos de los tumores de células germinales testiculares no

seminomatosos?

SEGUNDA. ;Las moléculas reguladoras del ciclo celular de la familia Aurora quinasas y la
Survivina, se expresan en el carcinoma in situ (CIS), en los seminomas y, de modo especifico,
en las diferentes variantes histologicas de los tumores de células germinales testiculares de tipo

mixto?

OBJETIVOS

PRIMERO. Describir las peculiaridades de inmunoexpresion de la molécula MAGE en el
testiculo normal y atréfico, asi como en el CIS y en los diferentes tipos histopatoldgicos de los

tumores de células germinales del testiculo humano.

SEGUNDO. Evaluar las nuevas moléculas reguladoras del ciclo celular de la familia Aurora
quinasas y la Survivina, en relacién con la expresion de Ki 67, en el testiculo normal y atrofico,
asi como en el CIS, en el seminoma, y en cada una de las variantes de tumores germinales del

testiculo humano de tipo no seminomatoso.



Material y Métodos 52

MATERIAL Y METODOS



Material y Métodos 53

MATERIAL

En este estudio, se ha evaluado la expresion inmunohistoquimica de varias nuevas
moléculas relacionadas con el ciclo y sefalizacion celular en TCGT malignos, utilizando
tejidos histologicos previamente fijados en formol e incluidos en parafina, procedentes de los
archivos de la Unidad de Histologia de la UAM, del Hospital Universitario La Paz de Madrid
(UAM). El principal criterio de seleccion del material del presente estudio fue el que todos los
casos con TCGT tuvieran parénquima testicular conservado y en el cual se evidenciara
claramente la presencia de CIS; pero ademads, como criterio de inclusion también se procurd
que los casos seleccionados fueran aleatorios, y que al menos cada caso tuviera 10
preparaciones y bloques de tejido para la realizacion de una confirmacién de nuevo del
diagnostico y la definicion precisa de todas y cada una de las areas tumorales en las que se
identificaba cada tipo histologico de TCGT. Siguiendo todos estos criterios de seleccion de los
casos también se procurd que en la serie de TCGT se incluyeran casos de diferentes edades y
correspondientes a los diagnosticos de seminoma puro y de TCGT mixtos no seminomatosos,
que incluian casos con carcinoma embrionario, con tumor del seno endodérmico y con
teratomas inmaduros, Estos casos con TCGT mixto o combinado frecuentemente tenian,
ademas, asociado el componente de seminoma; asi mismo, excepcionalmente contenian células
aisladas de cito y sincitiotrofoblasto. En total en la presente Tesis se evaluaron 50 casos con

TCGT que se distribuyeron en los siguientes grupos:
Grupo L. 10 Casos de TCGT diagnosticados de seminoma puro.

Grupo II. 40 Casos de TCGT no seminomatosos, de los cuales 10 casos tenian un

carinoma embrionario puro.

El patrén histopatologico de Seminoma se vio en 18 casos.

El patrén histopatoldgico de Carcinoma Embrionario se vio en 30 casos.

El patrén histopatoldgico de Tumor del Seno Endodérmico se vio en 13 casos.
El patrén histopatologico de Coriocarcinoma se vio en 6 casos.

Areas de Teratoma Maduro se encontraron en 7 casos, y areas de Teratoma Inmaduro, en

11 casos.
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METODOS
Meétodos de Estudio Histologico General

Fijacion de las Piezas

La mayoria de las piezas de orquiectomia se fijaron por inmersiéon en formol neutro
taponado al 4%, durante 72 horas, pero algunas piezas quirurgicas y las correspondientes a las
biopsias testiculares se fijaron en liquido de Bouin, fijador habitual de conservacioén de todas
las biopsias testiculares obtenidas en nifios y en pacientes adultos para la evaluacion

diagnostica y prondstica de la fertilidad.

Tabla 8. Fijadores del tejido testicular

Formol Tamponado

Fosfato monosodico, monohidrato 4,00 g
Fosfato disodico anhidro 6,50 g
Agua destilada 900 ml
Formol puro (CH20O 40%) 100 ml
Liquido de Bouin
Acido picrico a saturacion en agua destilada 750 ml
Formol puro (40%) 250 ml
Acido acético glacial 50 ml

Métodos de Secciones con Microtomo y Tinciones Histologicas

Las piezas de orquiectomia fueron seccionadas en cortes perpendiculares a todo lo largo
del eje mayor del testiculo, con un espesor de cada seccidn macroscopica de alrededor de 3
mm. A continuacion, se procedid a la inclusion en parafina, bien de toda la pieza en los casos
pediatricos, o bien de secciones seleccionadas al azar (siempre en nimero superior a 6 cortes
por testiculo) en las piezas extirpadas en pacientes adultos. De otra parte, las biopsias
testiculares fueron incluidas in toto, debido a su pequefio tamano. Todas estas piezas fueron
incluidas en parafina en el procesador de tejidos marca Autotechnicon Duo®, lo que permitid
realizar la deshidratacion de las secciones fijadas mediante pases consecutivos en alcohol de

concentraciones crecientes (70%, 96% y alcohol absoluto) y aclarado posterior en acetato de
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butilo, dando dos pases de una hora cada uno. Finalmente las secciones tisulares se incluyeron

en parafina liquida (punto de fusion 60° C) durante dos horas.

Una vez realizados los bloques de parafina, se obtuvieron 5 cortes seriados de 5 um de
espesor, mediante un microtomo de la marca Ernnst Leitz GMBH (Typ 1212) Wetzlar
Germany®, y las secciones se desparafinaron en xilol, se hidrataron en alcoholes de
concentraciones decrecientes y se tifieron con Hematoxilina-Eosina (HE), PAS (acido
peryodico y reactivo de Schiff, con y sin digestion por la diastasa), tricromico de Masson y
técnica de fibras elasticas con coloracion de van Giesen (EVG), siguiendo los métodos
histologicos habituales. Las preparaciones de HE recién tefiidas se aclararon en agua destilada.
Como método de montaje para todas las técnicas histologicas se utilizo la resina sintética

DePex (Probus, Badalona).

Método Inmunohistoquimico de la Expresion Proteica

Para estudiar la expresion de todas las moléculas evaluadas en los TCGT, se ha utilizado,
en primer lugar, el método inmunohistoquimico de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP),
con el fin de hacer en algunos casos seleccionados al azar una evaluacion previa de las
condiciones metodologicas especificas para cada anticuerpo usado; y ya en segundo lugar, toda
los casos incluido en nuestro Material de TCGT se realizd una deteccion de los diferentes

epitopes estudiados, mediante el método de Envision (Dako).

En la Tabla 9 Se incluyen los anticuerpos utilizados, su clon -en el caso de que se trate de
un anticuerpo monoclonal-, nombre de la casa comercial suministradora y dilucién de trabajo

en nuestro laboratorio.

Tabla 9. Clasificacion clinica de los tumores germinales testiculares

Anticuerpo Clon Casa Dilucién
Ki-67 MIB-1 Dako 1:100
Aurora A (STK15)  JLM28  Novocastra Laboratories 1:50
Aurora B Policlonal Abcam pcl 1:50
Survivina Policlonal Abcam pel 1:400

MAGE Policlonal Santa Cruz 1:500
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Método Inmunohistoquimico de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP)

Para realizar el método inmunohistoquimico de SBP, con el fin de la deteccion de la
expresion de estos 5 anticuerpos, se obtuvieron cortes de 5 um de grosor del material incluido
en parafina y se colocaron en portaobjetos tratados previamente con L-polilisina (Sigma, St
Louis) o con xilano (Sigma, St Louis) durante 24 horas, con el fin de adherir mejor el corte al

portaobjetos.

Las secciones se procesaron con el método de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa
(Complejo SBP), siguiendo el método general inmunohistoquimico, descrito por Hsu, con las
modificaciones habituales de nuestro laboratorio,”*® que se especifican a continuacién: se
realizd la desparafinacion completa de las secciones, seguido de la hidratacion en alcoholes
decrecientes hasta el agua destilada. A continuacion se procedid a la inhibicion de la
peroxidasa enddgena de los tejidos mediante peroxido de hidrégeno al 3% a temperatura
ambiente durante diez minutos. Los cortes se lavaron en buffer fosfato (PBS) a temperatura
ambiente, pH 7,4, durante 5 minutos. Se procedié al desenmascaramiento del epitopo mediante
tratamiento por calor; para ello, las preparaciones se introdujeron en buffer citrato a pH 7,6 y se
realizd el tratamiento con microndas en dos pases de 2,5 minutos, procurando que las
preparaciones no llegasen a hervir, y enfriando las mismas entre cada uno de los pases.
Posteriormente, las preparaciones se dejaron reposar durante 20 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se realiz6 un lavado rapido, dos minutos, en H,O destilada para
retirar el sobrenadante del buffer citrato. Lavamos las preparaciones en dos pases de 5 minutos
en buffer PBS, pH 7,4. Seguidamente, realizamos el bloqueo de las inmunoglobulinas
inespecificas de los tejidos con suero bovino normal durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se extrajo el sobrenadante del suero bovino, sin lavar nunca entre este paso y el
siguiente. A continuacion, afiadimos el anticuerpo primario anti-RA, diluido a 1:500, en una
solucion de PBS+ BSA al 1%. El anticuerpo primario se incub6 durante toda la noche a 4° C en
camara huiimeda. Las secciones se lavaron en tres pases de PBS, de 5 minutos cada uno, a
temperatura ambiente. Se anadié a las secciones el complejo biotinilado anti-raton, con una
dilucién 1:200, durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se lavaron las
preparaciones en tres pases de PBS, durante 5 minutos cada pase y a temperatura ambiente. Se
incubaron las preparaciones en el complejo Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Zymet,
San Francisco, USA ) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Realizamos tres lavados en

PBS durante 5 minutos. La inmunorreaccion se reveld con diaminobencidina (Sigma, St. Louis,
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USA ) (30 mg de diaminobencidina en 10 ml de buffer tris-HCI, a pH 7,4 y con H,0, al 0,015
%). El tiempo de revelado con diaminobencidina es de 3 minutos. A continuacion, se hizo una
tincion nuclear con hematoxilina de Harris. Las preparaciones se lavaron con abundante agua
destilada, se deshidrataron en etanol en concentraciones crecientes, y se montaron en la resina

sintética DePex.

Método Inmunohistoquimico de Envision

El estudio inmunohistoquimico de la expresion proteica se realizé6 mediante el método
Envision (Dako) utilizando anticuerpos mono o policlonales frente a la serie de anticuerpos
establecida (ver tabla 9). Brevemente, tras la desparafinizacion e hidratacion de los tejidos en
una serie de alcoholes decrecientes hasta el agua destilada se procedié a la inhibicion de la
peroxidasa endogena durante 10 minutos. A continuacion, las muestras se lavaron con agua
destilada y se realizd el desenmascaramiento antigénico con EDTA a 150°C durante 45
minutos. Posteriormente, las muestras se lavaron de nuevo en agua destilada y a continuacion
en tampon Tris pH=7,4 a temperatura ambiente. Se realiz6 la incubacion con el anticuerpo
primario. Las muestras se lavaron en tampon Tris pH=7,4 y se afiadid el anticuerpo secundario
conjugado. Por ultimo, las muestra se lavaron en tampon Tris pH=7,4 y se revelaron mediante
la aplicacion del cromoégeno diaminobencidina, durante 5 minutos. Con el fin de visualizar los
nucleos, se realizé contratincién con hematoxilina. Este procedimiento se realizé utilizando el

inmunotefiidor automatico Techmate500 (Dako).

Técnicas Fotogrdficas

Las imdgenes microscopicas han sido capturadas con una camara digital Leica DC200,
almacenadas en formato TIFF y tratadas con el programa Adobe Photoshop 5.0. La

composicion de las planchas iconograficas se ha realizado con el programa Quark X Press 4.0.
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En el presente estudio de TCGT, el principal criterio de seleccion del material fue que
todos los casos con TCGT tuvieran parénquima testicular conservado y en el cual se
evidenciara claramente la presencia de CIS (Figs. 2-4). En esta Tesis se han evaluado nuevas
moléculas que intervienen en la regulacion de la mitosis en células normales y en células
neoplasicas y que corresponden a la familia de Aurora quinasas y a la survivina; también se ha
evaluado la expresion del antigeno de proliferacion celular Ki 67 y la proteina MAGE como

nuevo marcador del cancer.

Es sin duda en los ntcleos de las células del CIS en los que el inmunomarcaje de Ki 67
resulta mas robusto en intensidad y en areas de superficie nuclear inmunotefiida. Pero la
expresion de Ki 67 no es el marcador universal de las células del CIS, ya que su expresion no

es constante en todas las células de CIS (Fig. 5).

Tampoco el empleo del anticuerpo anti- Ki-67 ha permitido establecer el diagndstico
diferencial entre células de CIS y espermatogonias hipertroficas. Existe todo un espectro de

positividad nuclear de Ki 67 en los TCGT infiltrantes (Fig. 6).

Hemos comprobado que MAGE se expresa en el epitelio germinal durante la
espermatogénesis normal, obteniéndose una intensa inmunotincion citoplasmica de MAGE en
las espermatogonias basales y suprabasales y también se expresa, aunque con menor intensidad
en el citoplasma de los espermatocitos de primer orden. En todas estas células el patrén de
expresion de MAGE es fuertemente perinuclear (expresion en el area del aparato de Golgi),
pero también de membrana (Fig. 7). La expresion de MAGE en el CIS es muy heterogénea, ya
que en un mismo tubo seminifero pueden verse células de CIS con fuerte expresion nuclear,
dispuestas en intima vecindad con otras cé€lulas de CIS rigurosamente negativas para MAGE.
En los seminomas intratubulares, la expresion de MAGE es mucho mas constante en el
citoplasma de todas las células tumorales y ademas muchas de estas células, pero no todas,
tienen también intenso marcaje nuclear de MAGE (Fig. 8). En los seminomas infiltrantes
también la expresion de MAGE es bastante irregular (Fig. 9). MAGE es rigurosamente
negativo en los componentes no-seminomatosos de los TCGT mixtos; asi mismo, es negativo
en aquellos casos diagnosticados de carcinoma embrionario puro y de tumor del seno

endodérmico puro (Figs. 10-11).
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La tincién nuclear de Aurora A es mas fuerte y difusa en las células de CIS, sin embargo,
en los seminomas existe una heterogeneidad de marcaje, desde células malignas fuertemente

positivas hasta células seminomatosas rigurosamente negativas para Aurora A (Fig. 12).

Los hallazgos de expresion de Aurora A en los diferentes patrones de TCGT son muy

heterogéneos dependiendo del tipo histologico y de cada paciente estudiado (Figs. 13-14).

En el testiculo humano normal y atrofico, la Aurora B se expresa fuertemente en el
nucleo y de forma maés tenue en el citoplasma, en donde adquiere un tipico patron de

membrana (Fig. 15).

Por otro lado, la expresion de Aurora B es siempre constante en los nucleos de las células
de CIS, aunque la intensidad de inmunotincion varia de unas células a otras incluso dentro del
mismo tubo seminifero. Las células de CIS también expresan Aurora B en el citosol, aunque
con mas débil intensidad. En los seminomas puros y en el componente de seminoma de los
TCGT mixtos existe todo un espectro de intensidad de tincion nuclear de Aurora B, siendo
minimo el marcaje citopldsmico, que en estos casos es de tipo granular perinuclear y nunca
exhibe el clasico patron de membrana. En los TCGT no-semimomatosos, asi mismo, también

se observa un doble patrén nuclear y citoplasmico de expresion de Aurora B (Figs. 16-18).

Nosotros hemos encontrado expresion inmunohistoquimica de survivina en el testiculo
normal y en los TCGT. En el epitelio seminifero normal se ha identificado expresion nuclear
de survivina en todas las células de la espermatogénesis, excepto en la fase final de
espermiogénesis con la formacion de espermatides elongadas. También los nucleos de las

células de Sertoli son siempre positivos para survivina (Fig.19).

Algunas células de CIS presentan un intenso marcaje de tincidon citoplasmica de
survivina y carecen de expresion nuclear (Fig. 20). También en los seminomas infiltrantes se
han visto casos con una discordancia de expresion en el nucleo y en el citoplama, incluso se
han visto campos microscopicos de seminoma infiltrante con un marcado patron de membrana
de survivina y ausencia o soOlo trazas de inmunomarcaje nuclear. En los carcinomas
embrionarios también existe doble marcaje nuclear y citopldsmico de survivina y la
inmunoexpresion se atentia en los patrones solidos desdiferenciados, muy frecuentemente

encontrado en los carcinomas embrionarios (Fig. 21).
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Fig. 2. Estructura del testiculo normal y del Carcinoma in situ (CIS) y de

los tumores de células germinales testiculares infiltrantes

a) Se observan dos tubos seminiferos. El tubo de la derecha presenta diferenciacion de la
espermatogénesis, pero solo se observa maduracion hasta el estadio de espermatocitos de
primer orden. El tubo de la izquierda presenta una importante atrofia del epitelio
seminifero, y en el compartimento basal se identifican numerosas células de CIS que

desplazan las células de Sertoli hacia la luz. Hematoxilina- Eosina.

b) Testiculo normal. Se aprecia un tubo seminifero con espermatogénesis conservada
aunque con descamacion luminal de células germinales. La pared peritubular es fina y, en

el intersticio, se ven nidos de células de Leydig. Hematoxilina- Eosina.

¢) Dos tubos seminiferos con CIS, las células neoplédsicas son basales, grandes con
citoplasma claro y nucleos hipercromaticos, nucléolo prominente. Las células de Sertoli se

encuentran desplazadas hacia la luz. Hematoxilina- Eosina.

d) Tubo seminifero que muestra lesiones tipicas de parada de la maduraciéon de la
espermatogénesis a nivel de las espermatogonias, las cuales estan rodeadas
exclusivamente por células de Sertoli. En la porcién superior se evidencia una
espermatogonia hipertrofica, cuyas caracteristicas celulares difieren claramente de las
propias del CIS. La pared peritubular estd muy engrosada y colagenizada, y en el

intersticio se observan abundantes linfocitos. Hematoxilina- Eosina.

e) Seminoma asociado a CIS en un tubo seminifero alargado que muestra engrosamiento

importante de la membrana basal. Hematoxilina- Eosina.
f) Area de carcinoma embrionario con patrén solido asociado a CIS.

g) Seminoma. Nidos de células grandes con abundante citoplasma claro y nucleo central o
excéntrico con cromatina granular y nucléolo prominente, separados por finos tabiques

conectivos con infiltrado linfoide. Hematoxilina- Eosina.

h) Seminoma. Areas con abundante infiltrado linfoplasmocitico. Hematoxilina- Eosina.
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Fig. 3. Variedades histopatologicas de los tumores de células germinales

testiculares

a) Carcinoma embrionario. Patrén glandular formado por células ctibicas con abundante
citoplasma claro y nticleos pleomoérficos con cromatina vesicular y nucléolo prominente.

Hematoxilina- Eosina.

b) Carcinoma embrionario. Patron solido y glandular, con células con marcado

pleomorfismo y numerosas mitosis. Hematoxilina- Eosina.

¢) Pared quistica revestida por un epitelio simple de células con evidentes signos de
malignidad. Subyacentemente se observa un estroma rico en células inmunocompetentes.
Las caracteristicas morfologicas de las células epiteliales proliferantes podrian
interpretarse como una transformacion maligana del epitelio de un teratoma. En la porcion
mas superficial, las células desdiferenciadas presentan caracteristicas nucleares que

recuerdan a las células del carcinoma embrionario. Hematoxilina- Eosina.

d) Carcinoma embrionario. Patron papilar con células grandes y pleomorficas la mayoria

no muestra un centro de tejido conectivo. Hematoxilina- Eosina.

e) Carcinoma embrionario de tipo glandular y sélido con células desdiferenciadas y alto

indice mitdsico. Hematoxilina- Eosina.

f) CIS asociado con tumor germinal mixto. En el centro, tubo seminifero con CIS rodeado
por una capa de células cubicas correspondiente a tumor de seno endodérmico y en la

periferia carcinoma embrionario. Hematoxilina- Eosina.
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Fig. 4. Variedades histopatoldgicas de los tumores de células germinales

testiculares

a) Tumor de seno endodérmico. Estructura “glomeruloide™ asociada a un patron solido, las
células son cubicas o poliédricas, de citoplasma abundante y claro con nucléolo visible y

atipia moderada. Hematoxilina- Eosina.
b) Tumor de seno endodérmico de patrén microquistico. Hematoxilina- Eosina.

¢) Teratoma maduro. Elementos epiteliales maduros en quistes y nidos asociados a

elementos mesenquimatosos. Hematoxilina y Eosina.

d) Teratoma maduro. Quiste revestido por epitelio de de tipo mucosecretor y rodeado por

mesénquima, ambos maduros. Hematoxilina- Eosina.

e) Teratoma maduro. Quiste revestido por epitelio ciibico y rodeado por tejido conjuntivo

muy celular. Hematoxilina- Eosina.

f) Coriocarcinoma. Nidos de células de citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto con marcado

pleomorfismo. Hematoxilina- Eosina.

g) Coriocarcinoma. Células gigantes multinucleadas correspondientes a sincitio-
trofoblasto, dispuestas en la periferia de un nido de células mononucleares de

citotrofoblasto maligno. Hematoxilina- Eosina.
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Fig. 5. Expresion de Ki 67 en el testiculo normal, en el CIS y en el

seminoma

a) Patron nuclear positivo para Ki 67 en las células de la linea germinal en un tubo

seminifero normal. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

b) Positividad nuclear para Ki 67 en las células de CIS en un tubo seminifero atréfico.

Anti- Ki 67- Hematoxilina.

¢) La inmunomarcacién de Ki 67 es positiva en las células de CIS localizadas en el

epitelio seminifero y descamadas a la luz tubular. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

d) Ki 67 positivo en células de CIS en tubos atréficos, algunas células inflamatorias del

intersticio son también positivas. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

e) Tubo seminifero con células de CIS positivas para Ki 67, destaca la ausencia de

espermatogénesis. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

f) Tubo seminifero atrofico con células atipicas sugestivas de CIS, negativas para Ki 67.

Anti- Ki 67- Hematoxilina.

g) Expresion de Ki 67 en seminoma: la positividad es nuclear fuerte y difusa, indicando un

indice de proliferacion elevado. Anti- Ki 67- Hematoxilina.
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Fig. 6. Expresion de Ki 67 en tumores testiculares de células germinales no

seminomatosos

ay b) Expresion de Ki 67 en carcinoma embrionario: positividad difusa y fuerte indicando

un alto indice de proliferacion. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

¢) Ki 67 se expresa en forma difusa en los nucleos del tumor de seno endodérmico. Anti-

Ki 67- Hematoxilina.

d) El Ki 67 es fuertemente positivo en los nucleos del cito y sincitiotrofoblasto de un

coriocarcinoma. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

e) Expresion de Ki 67 en el teratoma maduro: positividad difusa en el nucleo de las células

epiteliales maduras que revisten un quiste. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

f) Importante proliferacion epitelial constituido por células malignas indiferenciadas y con
un alto indice de Ki 67. Externamente se observan abundantes células de pequefio tamaio.

Esta imagen fue tomada de un area de teratoma inmaduro. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

g) El Ki 67 se expresa en las células epiteliales inmaduras en forma difusa y fuerte.

Teratoma inmaduro. Anti- Ki 67- Hematoxilina.

h) Teratoma inmaduro. Expresion de Ki-67 tanto en los ntcleos de las células epiteleliales

inmaduras como en las células pequefias en el estroma. Anti- Ki 67- Hematoxilina.
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Fig. 7. Expresion de MAGE en el testiculo normal, en tubos atroficos y en

el CIS

a) Expresion positiva y muy intensa de MAGE en el citoplasma de las espermatogonias
basales normales, y mas tenuemente en el citoplasma de los espermatocitos primarios de

un testiculo normal. Anti- MAGE- Hematoxilina.

b) El MAGE es positivo en las células germinales premeidticas en un tubo seminifero
normal, el resto del epitelio germinal es negativo. Notese un area de epitelio seminifero
que carece de inmunoexpresion, debido a la ausencia de espermatogonias basales. Anti-

MAGE- Hematoxilina.

¢) La mayoria de las espermatogonias presentan expresion positiva para MAGE en un
tubo seminifero con moderada disminucion de la espermatogénesis. Se ven células de CIS

con citoplasma vacuolado que carecen de inmunotincion. Anti- MAGE- Hematoxilina.

d) Tubo seminifero atrofico con escasas espermatogonias y células del CIS positivas para

MAGE. Anti- MAGE- Hematoxilina.

e) Tubo seminifero atréfico con espermatogonias basales fuertemente positivas para
MAGE. No se observan células de CIS. A nivel del estrato de células de Sertoli,
focalmente se evidencian células grandes pleomorficas con fuerte marcaje de MAGE en el
niucleo y en la membrana celular. Estas células pueden interpretarse como
megaloespermatcitos, ya que carecen de los criterios de diagndstico citologico del CIS.

Anti- MAGE- Hematoxilina.

f) Tubos seminiferos dilatados con células de CIS positivas en forma difusa e intensa para
MAGE. En la porcién inferior, tubo con hipoespermatogénesis e intenso inmunomarcaje
nuclear en las espermatogonias basales, y mas tenue en los espermatocitos primarios Anti-

MAGE- Hematoxilina.
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Fig. 8. Expresion de MAGE en carcinoma in situ

a) Expresion de MAGE en CIS. Se observa intensa positividad con un patron de
membrana y también en el citoplasma perinuclear de las células de CIS. Anti- MAGE-

Hematoxilina.

b) Tubos atroficos con CIS. Las células neopléasicas son fuertemente positivas para
MAGE, las células de Sertoli residuales y las de Leydig son negativas. Anti- MAGE-

Hematoxilina.

¢) Expresion de MAGE en CIS, la tincidn es positiva en las células neoplasicas dispuestas
cerca de la membrana basal. También algunas espermatogonias basales muestran marcaje
intracitoplasmico. El resto de células de la espermatogénesis y las células de Sertoli

carecen de inmunotincion. Anti- MAGE- Hematoxilina.

d) La expresion de MAGE en el CIS es positiva en una subpoblacion de células
neoplésicas, pero en otras células malignas el inmunomarcaje es rigurosamente negativo,

lo que indica lo heterogéneo de su fenotipo. Anti- MAGE- Hematoxilina.

e) Tubo seminifero con una célula de CIS binucleada positiva para MAGE, las células

negativas corresponden a células de Sertoli residuales. Anti- MAGE- Hematoxilina.

f) Tubo seminifero ocupado por un seminoma intratubular con intensa expresion de
MAGE de patron de membrana y, ocasionalmente, también intranuclear. Se observan
algunas células malignas infiltrantes en el intersticio adyacente que conservan la expresion

de MAGE. Anti- MAGE- Hematoxilina.
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Fig. 9. Expresion de MAGE en Seminomas

a) Seminoma con expresion de MAGE en el citoplasma perinuclear. Se observa una
positividad fuerte y difusa de patron de membrana y también en el citosol. Anti- MAGE-

Hematoxilina.

b) Seminoma, la expresion de MAGE se observa en forma focal, positivo en el citoplasma
y la membrana; ademas, algunos nucleos tumorales también muestran fuerte marcaje.

Anti- MAGE- Hematoxilina.

¢) Escasas células de MAGE positivas en el citoplasma y la membrana de las células de un

Seminoma clasico. Anti- MAGE- Hematoxilina.

d) Algunas células de Seminoma positivas para MAGE, pero la mayoria son
rigurosamente negativas. Los linfocitos carecen de inmunotincion. Anti- MAGE-

Hematoxilina.

e) La expresion de MAGE en las células de CIS es fuertemente positiva en el citoplasma y
la membrana. Adyacentemente, se ve la migracion de células del CIS a través de la pared
peritubular, las cuales se entremezclan con un tumor sélido, sin inmunotincién (muy

probablemente se trata de un carcinoma embrionario). Anti- MAGE- Hematoxilina.

f) El patron de expresion de MAGE es positivo en el citoplasma y la membrana del
seminoma que rodea a un tubo seminifero residual y atrofico sin inmunomarcaje. Notense

algunas células de CIS también negativas. Anti- MAGE- Hematoxilina.

g) Expresion de MAGE en un CIS, se observa positividad intensa citoplasmica y en la
membrana. Algunas células infiltrantes también estdn inmunoteiidas. Anti- MAGE-

Hematoxilina.

h) Células de Seminoma positivas para MAGE en forma intensa y difusa. Los linfocitos

periféricos son negativos. Anti- MAGE- Hematoxilina.
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Fig. 10. Expresion de MAGE en tumor de seno endodérmico y en

carcinoma embrionario

a) El tumor de seno endodérmico es negativo para MAGE. En el centro se observa un tubo
seminifero con CIS que presenta un patrén de membrana francamente positivo. Algunos

nucleos tumorales son positivos. Anti- MAGE- Hematoxilina.

b) El MAGE es negativo en el tumor de seno endodérmico y fuertemente positivo en el
citoplasma y en los ntcleos de las células de CIS que se encuentran en la parte superior de

la imagen. Anti- MAGE- Hematoxilina.

¢) Carcinoma embrionario con patron solido negativo para MAGE. Se observa en el centro

un tubo seminifero con CIS cuyas células son positivas. Anti- MAGE- Hematoxilina.

d) La expresion de MAGE es solo en las células de tipo seminoma, el carcinoma

embrionario es negativo. Anti- MAGE- Hematoxilina.

e¢) MAGE negativo en tumor de seno endodérmico; excepcionalmente se ve alguna célula

indiferenciada positiva. Anti- MAGE- Hematoxilina.

f) Tumor de senos endodérmico negativo para MAGE. En el centro se observan células de

seminoma infiltrante fuertemente positivas. Anti- MAGE- Hematoxilina.
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Fig. 11. Expresion de MAGE en teratoma inmaduro y maduro

a) Teratoma inmaduro negativo para MAGE. Algunas células del intersticio de gran

tamafo son positivas. Anti- MAGE- Hematoxilina.

b) Teratoma inmaduro con derivados neruoectodérmicos negativos y células infiltrantes de
tipo seminoma con positividad perinuclear y de la membrana celular. Algunos ntcleos

también son positivos. Anti- MAGE- Hematoxilina.

¢) Teratoma inmaduro asociado a células malignas con intensa positividad de MAGE.

Anti- MAGE- Hematoxilina.

d) Teratoma maduro. Tanto las células epiteliales como el mesénquima maduro son

negativos para MAGE. Anti- MAGE- Hematoxilina.

e) Teratoma inmaduro con células epiteliales muy proliferativas negativas para MAGE.

Anti- MAGE- Hematoxilina.
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Fig. 12. Expresion de Aurora A en testiculo normal, atrofico y CIS

a) Patron de expresion de Aurora A .Se observa positividad nuclear en el epitelio germinal

normal. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

b) Tubo seminifero con espermatogénesis conservada que muestra positividad para Aurora
A en algunos de los nucleos de las células germinales. Las células de Sertoli son

negativas. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

¢) Aurora A. Patron de expresion nuclear en el epitelio germinal normal. Algunos nuicleos

de las células de Sertoli tienen trazas de inmunotincion. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

d) Patron de expresion de Aurora A en el CIS. Se observa positividad nuclear en las
células neoplasicas dispuestas en la capa basal y en la luz tubular. Anti- Aurora A-

Hematoxilina.

e) CIS. El patron de expresion de Aurora A en las células neoplasicas es nuclear e intenso.

Las células mioides peritubulares son negativas. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

f) Patron de expresion de Aurora A en un tubo muy plegado que contiene células de CIS.
Se observa positividad nuclear difusa e intensa en los ntcleos de las células neoplasicas.

Anti- Aurora A- Hematoxilina.

g) Nidos de células de seminoma que expresan a nivel nuclear positividad para Aurora A.

Anti- Aurora A- Hematoxilina.
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Fig. 13. Expresion de Aurora A en seminoma y carcinoma embrionario

a) Expresion de Aurora A en seminoma. Se observa positividad nuclear difusa e intensa
solo en algunas células neopldsicas, mientras que otras células de seminoma y los

linfocitos son negativas. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

b) Se aprecia todo un espectro de inmunotincion de Aurora A en el citoplasma de las
células de seminoma, muchas de las cuales s6lo contienen trazas de inmunomarcaje.
eminoma. Algunos nucleos tumorales son positivos para Aurora A. Anti- Aurora A-

Hematoxilina.

¢) Expresion de Aurora A en seminoma. En este caso, se observa evidente positividad para
Aurora A, pero s6lo en algunas células neoplésicas, la mayoria de las células del

seminoma son negativas. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

d) Expresion de Aurora A en carcinoma embrionario. Se observa positividad citoplasmica

intensa y difusa. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

e) Carcinoma embrionario de patréon glandular que reviste una cavidad microquistica. Se
observan nucleos fuertemente positivos para Aurora A y una tenue tincion del citoplasma.

El estroma linfoide es negativo. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

f) Las células de un carcinoma embrionario expresan positividad intensa en el nticleo para
Aurora A. También el epitelio de revestimiento de la formacion glandular es positivo y
algunas células inmunocompetentes muestran vestigios de tincion citoplasmica. Anti-

Aurora A- Hematoxilina

g) Patron solido de carcinoma embrionario. Algunas células epiteliales presentan un
patron de membrana, tipico de la Aurora A, pero las mayoria de las células tumorales son

negativas. Anti- Aurora A- Hematoxilina

h) Carcinoma embrionario de patréon sdlido. La expresion citoplasmica y nuclear de

Aurora A es muy irregular. Anti- Aurora A- Hematoxilina
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Fig. 14. Expresion de Aurora A en tumor del seno endodérmico y en

teratoma

a) Patron de expresion de Aurora A en tumor del seno endodérmico, tenuemente positivo
en el nucleo y en el citoplasma de algunas células tumorales. Anti- Aurora A-

Hematoxilina.

b) Positividad difusa nuclear y citoplasmica para Aurora A en las areas soélidas y

cordonales de un tumor del seno endodérmico. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

¢) Tumor del seno endodérmico de patron mixoide. La Aurora A se expresa en el nucleo
de las células neopldsicas que forman los espacios sinusoidales. Anti- Aurora A-

Hematoxilina.

d) Teratoma inmaduro. Se observan nucleos positivos para Aurora A en las células
epiteliales y en los nidos so6lidos mesenquimales proliferantes. Otras células intersticiales

carecen de inmunoexpresion. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

e) Teratoma maduro. Patron de expresion nuclear de Aurora A en las células epiteliales.
Las células mesenquimales fusiformes son negativas o solo tienen trazas de

inmunotincion. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

f) Teratoma inmaduro. Patrén de expresion de Aurora A positivo en el nucleo y en el
citoplasma de la mayoria de las células epiteliales. Los linfocitos de la lamina propia son

negativos. Anti- Aurora A- Hematoxilina.

g) Teratoma maduro con positividad nuclear para Aurora A en las células epiteliales. Anti-

Aurora A- Hematoxilina.

h) Foco de células inmaduras en el estroma de un teratoma con expresion nuclear y

citoplasmica de Aurora A. Anti- Aurora A- Hematoxilina.
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Fig. 15. Expresion de Aurora B en testiculos atroficos no neoplasicos

a) Expresion nuclear de Aurora B en testiculo con tubos atroficos y espermatogénesis

anormal. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

b) Tubo seminifero con un patron de “solo Sertoli”. La expresion de Aurora B es
fuertemente positiva en todos los nucleos de las células de Sertoli y tenuemente positiva
en su citoplasma. Las células peritubulares también tienen marcaje nuclear. Anti- Aurora

B- Hematoxilina.

¢) Atrofia tubular. Los tubos solo contienen células de Sertoli, la mayoria de las cuales
exhiben inmunomarcaje nuclear, aunque algunas son negativas. Anti- Aurora B-

Hematoxilina.

d) Expresion nuclear de Aurora B en tubos con células de Sertoli, espermatogonias basales

y algunos espermatocitos. Anti- Aurora B- Hematoxilina.
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Fig. 16. Expresion de Aurora B en CIS y seminoma

a) Patron de expresion de Aurora B en CIS. Es intensamente positivo en los nucleos de las

células de CIS. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

b) CIS. Se observa positividad intensa en el nticleo de las células de CIS en dos tubos
atroficos. Las células mioides peritubulares son negativas o tenuemente positivas. Algunas
células de Leydig presentan expresion nuclear de Aurora B. Anti- Aurora B-

Hematoxilina.

¢) Tubo seminifero con CIS. Se observa el patron de expresion nuclear de Aurora B en las
c€lulas tumorales basales. Algunos nucleos de las células de Sertoli son también positivos.

Anti- Aurora B- Hematoxilina.

d) Tubo seminifero comprimido mostrando células de CIS, con positividad nuclear de

Aurora B. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

e) Tres secciones tubulares que contienen células de CIS. Se observa positividad nuclear
intensa para Aurora B en las células neoplasicas y en algunas espermatogonias basales.

Anti- Aurora B- Hematoxilina.

f) Todos los tubos seminiferos estan ocupados por células de CIS con intenso marcaje
nuclear de Aurora B. Noétense la presencia de células germinales no tumorales y células de
Sertoli, con irregular marcaje nuclear y citoplasmico de Aurora B. Anti- Aurora B-

Hematoxilina.

g) Seminoma intratubular en el que los tubos seminiferos estan ocupados completamente
por células malignas con intensa expresion nuclear de Aurora B. Anti- Aurora B-

Hematoxilina.
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Fig. 17. Expresion de Aurora B en seminomas y en carcinomas

embrionarios

a) Patron de expresion de Aurora B en CIS asociado a seminoma infiltrante. Se observa
intensa positividad en el ntcleo de células neoplasicas intratubulares y en las areas

infiltrantes del seminoma. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

b) Seminoma. Los nticleos son positivos en forma intensa y difusa para Aurora B. Anti-

Aurora B- Hematoxilina.

¢) Se observa un patréon nuclear positivo para Aurora B en las células neoplésicas del
seminoma y también en algunos nucleos de los linfocitos intersticiales. Anti- Aurora B-

Hematoxilina.

d) Invasion de sendos linfaticos intratesticulares por células de seminoma fuertemente

inmunomarcadas con Aurora B. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

e) Importante dilataciéon de una vénula embolizada por células tumorales con intensa

inmunoexpresion nuclear de Aurora B. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

f) Carcinoma embrionario. Se observa positividad nuclear intensa y difusa en las células

neoplasicas. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

g) Patrén de expresion de Aurora B en el carcinoma embrionario. Se aprecia positividad
de Aurora B en los nucleos del epitelio glandular y en las areas solidas. Anti- Aurora B-

Hematoxilina.
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Fig. 18. Patron de expresion de Aurora B en tumores del seno endodérmico

Yy en teratomas

a) El patrén de expresion nuclear de Aurora B es intenso y difuso en las células de un
tumor de seno endodérmico con formaciones glandulares, sinusoidales y de tipo

glomeruloide. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

b) Tumor del seno endodérmico de patron sélido. Positividad nuclear difusa para Aurora

B. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

¢) Patron microquistico de tumor del seno endodérmico. La expresion de Aurora B es

positiva en los nucleos de las células neoplésicas. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

d) Patron mixoide de un tumor del seno endodérmico. La Aurora B se expresa en los

nucleos positivos de todas las células tumorales. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

e) Expresion nuclear de Aurora B en las células epiteliales cubicas y planas de un

teratoma. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

f) Patron de expresion de Aurora B en el teratoma maduro. Se observa positividad en el
nucleo de las células epiteliales de un quiste. Las células mesenquimales fusiformes

carecen de inmunotincion. Anti- Aurora B- Hematoxilina.

g) Teratoma inmaduro. Se observa expresion nuclear de Aurora B en las células epiteliales
que revisten un quiste y también en la mayoria de las células mesenquimales. Anti- Aurora

B- Hematoxilina.

h) Teratoma inmaduro. Intensa expresion nuclear de Aurora B en la mayoria de las células
fusiformes proliferantes. En el centro se ve un nido de células tumorales pleomorficas con
fuerte tincién nuclear. Es dificil precisar si esta area corresponde a un tubo con CIS
atrapado por las células fusiformes o a una diferenciacion epitelial del teratoma. Anti-

Aurora B- Hematoxilina.
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Fig. 19. Expresion de Survivina en los tubos seminiferos normales y

atroficos con diferenciacion de CIS

a) Testiculo normal. La expresion de Survivina es citoplasmica y nuclear y se observa en

todo el espesor del epitelio germinal. Anti- Survivina- Hematoxilina.

b) Expresion de Survivina en tubos seminiferos normales o con ligera
hipoespermatogénesis. Se observa positividad nuclear principalmente en las
espermatogonias y en las células de Sertoli; sin embargo, la Survivina es también positiva
en el resto de las células de la espermatogénesis y en las células de Leydig. Anti-

Survivina- Hematoxilina.

¢) Tubos seminiferos con expresion nuclear y citoplasmica de Survivina. Anti- Survivina-

Hematoxilina.

d) Tubos atroficos. Expresion de Survivina en la mayoria de los nucleos de las células de
Sertoli que muestran signos disgenéticos. Su citoplasma presenta tenue inmunotincion. En

el intersticio, las células de Leydig son positivas. Anti- Survivina- Hematoxilina.

e) Expresion de Survivina en tubo seminifero atrofico y con luz dilatada. La positividad es

citoplasmica y nuclear. Anti- Survivina- Hematoxilina.

f) Tubo seminifero con espermatogénesis conservada que expresa Survivina en el
citoplasma y el nucleo. Ademads, se ve un tubo atrofico que contiene células de CIS con

menor intensidad de tincidén nuclear. Anti- Survivina- Hematoxilina.

g) Expresion de Survivina en CIS, se observa intensa positividad en el nucleo y menor
positividad en el citoplasma de las células tumorales, de las células de Sertoli y de las

céulas de Leydig. Anti- Survivina- Hematoxilina.
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Fig. 20. Expresion de Survivina en CIS y seminoma

a) CIS. La expresion de Survivina es en el nucleo y en el citoplasma de las células grandes

de disposicion basal. Anti- Survivina- Hematoxilina.

b) Tubos seminiferos atréficos con células de CIS que expresan Survivina en el

citoplasma y el nucleo. Anti- Survivina- Hematoxilina.

¢) Tubo seminifero atrofico que expresa positividad para Survivina en el citoplasma y el

nucleo. Anti- Survivina- Hematoxilina.

d) CIS. Las c¢lulas expresan intensa positividad nuclear para Survivina. Anti- Survivina-

Hematoxilina.

e) Tubos seminiferos con CIS, positivos para Survivina y, en el extremo derecho,

seminoma con el mismo patrén de expresion. Anti- Survivina- Hematoxilina.

f) Expresion de Survivina en el citoplasma y la membrana de las células neoplasicas de un
seminoma. Se observa un tubo seminifero atréfico con comienzo de la formacion de un

microlito. Anti- Survivina- Hematoxilina.

g) Se observa intensa expresion nuclear de Survivina en el citoplasma y el nucleo de todas

las células del seminoma. Anti- Survivina- Hematoxilina.

h) Menor intensidad de expresion de survivina en otro seminoma bien diferenciado. Anti-

Survivina- Hematoxilina.
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Fig. 21. Expresion de Survivina en tumores testiculares de células

germinales de tipo no-seminomatoso

a) Carcinoma embrionario de tipo glandular. El patron de expresion de Survivina es
principalmente citoplasmico y membranoso en forma difusa e intensa. Anti- Survivina-

Hematoxilina.



Resultados 81

b) Mayor expresion de la Survivina en las células epiteliales de las glandulas de un

carcinoma embrionario. Anti- Survivina- Hematoxilina.

¢) Nidos de carcinoma embrionario solido positivos para Survivina. Se distingue un tubo

seminifero con CIS también positivo. Anti- Survivina- Hematoxilina.

d) Tumor del seno endodérmico de patron microquistico. La expresion de Survivina es

citopldsmica y nuclear en forma difusa e intensa. Anti- Survivina- Hematoxilina.

e) El patron de expresion de Survivina en este tumor del seno endodérmico microquistico
y solido es intenso y difuso y el marcaje es principalmente citopldsmico. Anti- Survivina-

Hematoxilina.

f) Patron de expresion de Survivina en un tumor del seno endodérmico dispuesto en intima
vecindad de un tubo seminifero con CIS, que presenta nucleos fuertemente positivos.

Anti- Survivina- Hematoxilina.

g) Teratoma inmaduro. Las estructuras tubulares son intensamente positivas para

Survivina a nivel citoplasmico y nuclear. Anti- Survivina- Hematoxilina.

h) Teratoma maduro. La expresion de Survivina es observada en el citoplasma de las
células epiteliales maduras que revisten un quiste. Las células basales muy proliferativas

carecen de inmunotincidon. Anti- Survivina- Hematoxilina.

i) Teratoma maduro. Se observa la expresion nuclear de la Survivina en el citoplasma de
las células mucosecretoras y caliciformes que revisten un quiste. Anti- Survivina-

Hematoxilina.

j) Teratoma maduro. Expresion de Survivina principalmente en el citoplasma de las
células del epitelio de revestimiento. En el estroma también se objetivan nucleos de

células mesenquimales positivos para Survivina. Anti- Survivina- Hematoxilina.

k) Teratoma maduro. Células epiteliales mucosecretoras que expresan Survivina en el
citoplasma. Subyacentemente se ve un nido de células de sincitiotrofoblasto con intenso

marcaje nuclear Anti- Survivina- Hematoxilina.
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Los TCGT se desarrollan a partir de la transformacion neoplasica de las células
. . . y . . . . 10,223,238,264
germinales primordiales (PGC) también denominadas como gonocitos embrionarios,
se forman de este modo células germinales malignas en el interior de los tubos seminiferos,

denominadas células de CIS. 131153263

Esta célula de CIS es posible que siga dos caminos divergentes de diferenciacion: uno
terminal, seminoma, y otro hacia la formacion de un carcinoma embrionario, el cual
posteriormente podria diferenciarse en otro u otros componentes no seminomatoso.”'® Sin
embargo, Ulbrigth et al.*” desarrollaron una nueva teoria de la histogénesis de estos tumores
en la cual el seminoma no es una diferenciacion terminal y puede actuar como precursor de

algunos o de todos los tumores no seminomatosos.””’

En el presente estudio de TCGT, el principal criterio de seleccion del material fue que
todos los casos con TCGT tuvieran parénquima testicular conservado y en el cual se
evidenciara claramente la presencia de CIS. En esta Tesis se han evaluado nuevas moléculas
que intervienen en la regulacion de la mitosis en células normales y en células neoplasicas y
que corresponden a la familia de Aurora quinasas y a la survivina, implicada en mecanismos de
supervivencia celular, las cuales, en nuestro conocimiento, no han sido exploradas previamente
en los diferentes tipos histologicos de los TCGT. El interés de esta investigacion viene
determinado, de una parte, por establecer si existen perfiles especificos de expresion de estas
moléculas en el seminoma y en las variantes histologicas de los TCGT no-seminomatosos, vy,
de otra, por el nuevo interés que han suscitado las moléculas de la familia Aurora quinasas
como posibles candidatas a ser dianas terapéuticas en diferentes neoplasias, ya que en la
actualidad existen varios estudios farmacoldgicos en fase preclinica con resultados

esperanzadores.

Se sabe que la produccion diaria de espermatozoides en el testiculo humano puede
alcanzar los 200 millones. De estos, una parte sustancial degenera al avanzar por la via de
maduracion espermatica. Esta alta produccion de células es el resultado de los altisimos indices
de division celular que experimentan las espermatogonias basales, lo que se puede constatar
por el alto indice de proliferacion celular evaluado mediante la expresion nuclear del antigeno
Ki 67 en muchas de las espermatogonias de tipo A y también de tipo B. En efecto, en nuestro
material de TCGT, y en aquellos casos que atn conservaban un ribete de parénquima testicular

con tubos con diferenciacion de todos los estadios de la espermatogénesis, hemos encontrado
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una alta expresion intranuclear de Ki 67 en las espermatogonias y una menor expresion en los
espermatocitos de primer orden; curiosamente, los espermatocitos de segundo orden y, sobre
todo, las espermdtidas redondas y elongadas también mostraban inmunomarcaje en el
citoplasma con el anticuerpo anti-ki 67, lo que puede explicarse si se tiene en cuenta que
durante el proceso de mitosis de las espermatogonias, proteinas nucleares difunden al citosol
cuando aun no se ha formado la carioteca de los dos pronucleos, por lo que estas proteinas
pueden quedar ahora marcadas por anticuerpos especificos de moléculas de proliferacion

celular.

Es sin duda en los ntcleos de las células del CIS en los que el inmunomarcaje de Ki 67
resulta mas robusto en intensidad y en areas de superficie nuclear inmunotefiida. Y, en efecto,
este marcador fuertemente positivo, no s6lo se ve en las células del CIS dispuestas sobre la
membrana basal, sino que también se conserva con idénticas caracteristicas en las células del
CIS que se descaman a la luz tubular y en aquellas que ocupan todo el tubo seminifero, en lo
que corresponde al denominado seminoma intratubular. No obstante, la expresion de Ki 67 no
es el marcador universal de las células del CIS, ya que su expresion no es constante en todas
las células de CIS: en un mismo tubo o en tubos adyacentes se pueden encontrar células con
todas las caracteristicas morfoldgicas propias del CIS y que carecen de marcaje con
anticuerpos anti-Ki 67. Por ello, la fosfatasa alcalina placentaria-like (PLAP) fue uno de los
primeros marcadores encontrados en los tumores testiculares como marcador diagndstico de
CIS; se trata de una fosfatasa alcalina especifica de tejido con funcioén bioldgica desconocida,
que se expresa también en el seminoma clasico, al igual que en las células primordiales
germinales y en los gonocitos primarios 2>**8817127125133,34139, 19236 A otyalmente, PLAP
sigue siendo el marcador mas comunmente usado para CIS en las biopsias testiculares y en

.. .. : 213,238,26 :
otras muestras patologicas de tejido testicular.2#8267  Agj

mismo, trabajos clasicos
histoquimicos de TCGT han demostrado que las células del CIS y de los seminomas
intratubulares son PAS positivas y diastasa labiles y, por altimo, estudios inmunohistoquimicos
mas recientes también han establecido que las células de CIS muestran un caracteristico patron
de membrana para c-Kit (CD117), auque este marcador no siempre estd presente en estas

células tumorales.®?*!

La presencia de células de CIS negativas para Ki 67 no nos debe extrafiar, ya que se sabe

que durante el ciclo celular de células normales o de células neoplésicas, los antigenos de



Discusion 85

proliferacion celular, sobre todo PCNA-ciclina, pero también el MIB-1 (Ki-67) cuando son
negativos en células neoplésicas, tal como ocurre en algunas células de CIS, indican que estas
c¢lulas malignas no se encuentran en fase de division celular, sino que se hallan en un periodo
de quiescencia celular, que puede durar menos de un dia (células de CIS muy proliferativas y
en franco crecimiento tumoral) o afios, como ocurre en pacientes con disgenesia testicular y
cuyo CIS permanece presente en la biopsia testicular practicada durante el descenso tardio
puberal y que, sin embargo, no desarrollan un verdadero céancer testicular. Y es que el
anticuerpo anti-Ki-67 solo se expresa durante el ciclo celular en las fases GI1 tardia y S (y
quizas a nivel de trazas en la fase G2) pero no se identifica en las fases de mitosis ni tampoco

en la fase GO en los periodos intermitdsicos.

Tampoco el empleo del anticuerpo anti- Ki-67 ha permitido establecer el diagndstico
diferencial entre células de CIS y espermatogonias hipertroficas, células muy frecuentemente
encontradas en los testiculos de ancianos, asi como en numerosas patologias testiculares
congénitas y adquiridas que cursan con subfertilidad. Este tipo celular también ha sido
observado frecuentemente en muchos casos incluidos en el presente estudio. Se sabe que las
espermatogonias hipertréficas, al igual que las espermatogonias basales, pueden expresar Ki
67, ya que pueden conservar los mecanismos moleculares implicados en la division celular.
Las espermatogonias hipertroficas pueden alcanzar gran tamafio y presentar nucleos muy
grandes, pleomorficos, con cromatina muy densa y uno o varios nucléolos grandes y
fuertemente eosinéfilos,?*2* incluso el citoplasma puede ser amplio y granular, aunque estas
espematogonias suelen mostrar mucha heterocromatina, mientras que los nucleos de CIS son
vesiculosos; ademas, el citoplasma de las células de CIS esta siempre muy retraido (aparece
con espacios claros) debido a la extracciéon de sus altos niveles de glucogeno durante el
procesamiento histolégico de la muestra testicular. Sin duda, de nuevo, la deteccion
inmunohistoquimica de PLAP mostraria su fuerte positividad en el citoplasma de las células
del CIS mientras que es negativo en las espermatogonias hipertrofiadas y en las

espermatogonias multinucleadas.

Los TCGT presentan alteraciones importantes de la concentracion de ADN y presentan
hiperploidias y ain mas frecuentemente, aneuploidias. Por ello, resulta de gran importancia

importante establecer las cargas de DNA que tienen los tumores testiculares (para revision ver
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Serrano et al.>*®). Los seminomas parecen ser hipertriploides o tetraploides; contrariamente, los

TCGT no seminomatosos parecen estar en un rango hipotriploide peritriploide.*20%244:262

Esta completamente establecido que el CIS se inicia con una aneuploidia acompafiada de
una extensa inestabilidad cromosdémica, y probablemente la aneuploidia precede a la expresion
completa del fenotipo del CIS. Esto es particularmente importante si se tiene en cuenta la
heterogeneidad citologica de la espermatogonia infantil normal.">® También se ha demostrado
que todos los TGCT seminomas y no seminomas, asi como el CIS, son aneuploides. En los
tumores testiculares invasivos la Unica alteracion cromosémica estructural constante es la
ganancia en el brazo corto del cromosoma 12, en gran parte debida a la formacion de un
isocromosoma i(12p). Esto sugiere que el incremento en el nimero de copias del gen 12p esta

 sin embargo, el analisis

302,309

asociado con el desarrollo de las manifestaciones clinicas;'
citogenético de aneuploidia del CIS sdélo revela la presencia de i(12p) en algunos casos.
Asi mismo, los datos obtenidos sugieren que esta ganancia de la secuencia 12p esta asociada
con la supresion de la apoptosis y la independencia de la funcion de regulacion esteroidogénica
de las células de Sertoli respecto a las células del CIS." Uno de los genes con més
posibilidades de estar involucrado en este proceso es el gen DAD-R, posiblemente mediante la
N-glucosilacion.'® La determinacion de alteraciones especificas de los cromosomas puede
realizarse mediante técnicas de hibridacién in situ, usando sondas especificas unidas a
fluorocromos de sistemas enzimaticos, pero su aplicacion en el diagnostico rutinario de los
TCGT atn no se ha estandarizado, dado que su cuantificacion es dificil y requiere mucho

tiempo de personal técnico altamente cualificado.

En la altima década han surgido nuevas proteinas que estudiadas
inmunohistoquimicamente permiten avanzar en el diagnostico diferencial entre los diferentes
tipos de TCGT y buscan identificar mejor aquellas células similares morfologicamente a las
células de CIS pero que no expresan PLAP. Dentro de estas moléculas, dos han sido
ampliamente citadas en la literatura como marcadores del CIS, con alta reproductibilidad en la
mayoria de los laboratorios de Anatomia Patoldgica: la denominada OCT 4, y la més moderna
aun denominada MAGE A4. Dado que existe un consenso acerca de los excelente resultados
diagnosticos y de calidad de inmunotincion obtenidos con OCT 4 y que, de otra parte, las
publicaciones centradas en la expresion de MAGE en los TCGT, incluido el CIS, han sido

notoriamente menores y los resultados muy contradictorios, en la presente Tesis hemos
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realizado una exploracion exhaustiva de esta molécula en tubos seminiferos normales con
espermatogénesis conservada, en tubos seminiferos con diferente grado de atrofia del epitelio
tubular y, obviamente, en el CIS, en los seminomas y en los diferentes tipos de TCGT no-

seminomatosos.

Se sabe que los genes MAGE se expresan en una amplia variedad de tumores y en las
células germinales premeiodticas del testiculo normal (espermatogonia mitética y espermatocito
primario); pero ademas, recientemente, se han detectado los antigenos MAGE-A4 (y también
el antigeno NY-ESO-1) en las células de CIS."*** Estos antigenos han sido denominados
como antigenos "cancer/testis". Los genes cancer/testis codifican las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase I, y se expresan en varios tipos de cancer, como el
cancer de mama, el melanoma, el cancer de pulmoén o el carcinoma de colon; estas moléculas
son reconocidas por linfocitos T citotoxicos autélogos de pacientes con cancer.”’ La
identificacion de estas nuevas moléculas esta demostrando en la actualidad una similitud muy
proxima del CIS a la célula primordial germinal y al gonocito, consistente con el origen pre-
meidtico del CIS, puesto que los gonocitos normales y las células del CIS expresan las mismas

proteinas de superficie celular (PLAP, cKIT),'2"**

y también algunos marcadores especificos
de célula germinal (MAGEA4, VASA, TSPY, NY-ESO-1). Ademas, los gonocitos y las
células del CIS también estan regulados por las mismas moléculas que controlan el ciclo
celular (p53, CHK2, p19-INK4d).??® De hecho, el perfil de expresion génica de las células del

CIS es muy semejante al de la célula madre embrionaria,'*"**

y esta distribucion puede ser
explicada por la ruta de migraciéon que toman las células germinales durante la embriogénesis.®
En definitiva, dado que el MAGE se expresa intensamente en el CIS y en los precursores
fetales de las células madre germinales en la semana 17 de la gestacion, parece muy verosimil

la hipétesis de que el CIS podria originarse de las prespermatogonias fetales.'

En aquellos casos estudiados que aun conservaban parénquima testicular no infiltrado por
el tumor hemos comprobado que MAGE se expresa en el epitelio germinal durante la
espermatogénesis normal, obteniéndose una intensa inmunotincion citoplasmica de MAGE en
las espermatogonias basales y suprabasales y también se expresa, aunque con menor intensidad
en el citoplasma de los espermatocitos de primer orden. En todas estas células el patrén de
expresion de MAGE es fuertemente perinuclear (expresion en el area del aparato de Golgi),

pero también de membrana, determinando perfectamente el contorno de las células germinales,
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que asi quedan perfectamente delimitadas del citoplasma de las células de Sertoli adyacentes,
las cuales son rigurosamente MAGE negativas. Pero, ademas, en aquellos tubos seminiferos
atroficos en los que existe una importante alteracion de la espermatogénesis, la expresion de
MAGE persiste en el citoplasma, pero se hace muy intensa a nivel nuclear en las
espermatogonias y también en las espermatogonias hipertroficas, en las espermatogonias bi o

multinucleadas y en los megaloespermatocitos de primer orden.

La expresion de MAGE en el CIS es muy heterogénea, ya que en un mismo tubo
seminifero pueden verse células de CIS con fuerte expresion nuclear, dispuestas en intima
vecindad con otras células de CIS rigurosamente negativas para MAGE. Cuando las células del
CIS proliferan y ocupan ya todo el tubo seminifero, dando el tipico patréon de seminoma
intratubular, la expresion de MAGE es mucho mas constante en el citoplasma de todas las
células tumorales y ademds muchas de estas células, pero no todas, tienen también intenso
marcaje nuclear de MAGE. Este comportamiento positivo de la molécula MAGE en células
germinales normales y neopldsicas no nos tiene que sorprender, y estdn en consonancia con
estudios previos que demuestran que los seminomas expresan también los mismos genes
asociados a la regulacion de una espermatogenesis normal, esto es, el gen PRAME, el gen

MAGE A4, el gen SPAG1, y el gen HPX.*

En los seminomas infiltrantes también la expresion de MAGE es bastante irregular: en la
mayoria de los casos se observa un intenso patrén de membrana, asociandose una menor
expresion en el darea perinuclear. En estos casos la mayoria de los nucleos muestran
inmunomarcaje fuerte y difuso por todo el nucleoplasma; no obstante, entremezclados con
estos nlicleos intensamente positivos, se evidencian otras células seminomatosas rigurosamente
negativas, por lo que esta molécula no siempre identifica a la célula de seminoma. En efecto,
en algunos casos de seminoma puro y sobre todo, en patrones de seminoma claramente
diferenciados dentro de un TCGT mixto, las células MAGE negativas no son las mas
abundantes, por lo que este marcador no es completamente satisfactorio en la confirmacioén
inmunohistoquimica de las células de seminoma testicular. Nuestros datos confirman un
estudio previo en el que se describe que en los seminomas clasicos MAGE se identifica de
forma uniforme y especifica en todas las células tumorales y, contrariamente, MAGE es
negativo en los seminomas anaplésicos;'® en este mismo estudio estos autores encuentran, al

igual que lo que ocurre en nuestro material evaluado en la presente Tesis, que curiosamente
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MAGE se expresa especificamente s6lo en una subpoblacion de células de CIS, pero en otras,
no; estos datos proporcionan evidencia clara de la heterogeneidad del fenotipo de las células
del CIS."”® En nuestro material, es posible que estas células de seminoma que carecen de
inmunomarcaje con el anticuerpo anti-MAGE sean mas desdiferenciadas y primitivas y
presenten un perfil genético alterado, o quiza estas células de seminoma MAGE negativas sean
en realidad células totipotenciales inmaduras en vias de diferenciacion a partir de un carcinoma
embrionario; esta hipotesis se sustenta, en parte, en estudios de genética molecular que se han
centrado en determinar diferencias transcripcionales que permiten establecer el diagnostico
diferencial molecular entre los seminomas y los carcinomas embrionarios, y que ,ademas, estan
investigando los genes mas caracteristicos de cada uno de los diferentes subtipos histologicos

de los TCGT.>®

En el presente estudio de TCGT, expresion de MAGE so6lo se ha identificado en el CIS y
en el seminoma y es rigurosamente negativo en los componentes no-seminomatosos de los
TCGT mixtos; asi mismo, es negativo en aquellos casos diagnosticados de carcinoma
embrionario puro y de tumor del seno endodérmico puro. Estos resultados de negatividad
constante en ambos patrones no son consecuencia de pérdida del epitope de MAGE debido a
que estos casos estuvieran defectuosamente fijados, ya que en el interior de estos patrones no-
seminomatosos se encuentran atrapados tubos seminiferos con CIS, cuyas células tumorales
muestran una intensa expresion citoplasmica y nuclear de MAGE. Antes bien, nuestros
resultados deben considerarse satisfactorios y novedosos ya que permiten establecer el dificil
diagnostico diferencial entre un seminoma y los patrones solidos de carcinoma embrionario y
de tumor del seno endodérmico, lo que tiene singular importancia para poder establecer un
adecuado y personalizado protocolo terapéutico. Desde el punto de vista conceptual, estas
diferencias de expresion de MAGE entre los seminomas y los carcinomas embrionarios y los
tumores de seno endodérmico estan en consonancia con estudios genéticos previos, ya que se
ha publicado que los carcinomas embrionarios expresan genes de tipo regulatorio, tales como
DNMT3B y SOX2; asi como las queratinas K8 y K18 que corresponden a la familia de

queratinas de bajo peso molecular.*

La ausencia de marcaje con MAGE en los derivados epiteliales de los teratomas maduros
y en los derivados neuroectodérmicos de los teratomas inmaduros son también hallazgos

novedosos que exigen una mayor exploracion de esta molécula en otros tumores germinales
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extratesticulares con el fin de confirmar si los elementos derivados del neuroectodermo,
incluidos los componentes inmaduros de tipo neuroblastico, carecen siempre de expresion de
MAGE. De confirmarse esta sospecha, el uso de MAGE seria muy aconsejable para establecer
el dificil diagnostico diferencial de los seminomas testiculares con aquellos casos
excepcionales de verdaderos tumores neuroblasticos primarios del testiculo. En definitiva, en
nuestra experiencia los resultados obtenidos con al anticuerpo anti-MAGE, cuando se evalia su
sensibilidad y reproductibilidad diagnostica del CIS, han sido muy variables y la interpretacion
controvertida; por lo que consideramos que la deteccion inmunohistoquimica de MAGE no
aporta ventajas con respecto al marcador universalmente reconocido como es el PLAP. Sin
embargo, al alta inmunoexpresion de MAGE en algunos seminomas testiculares, aunque no
siempre presente en todos los casos, permite su empleo, dentro una bateria con otros
anticuerpos en el diagnodstico diferencial entre los seminomas y los patrones sélidos
indiferenciados de los carcinomas embrionarios y los tumores del seno endodérmico, en los

que MAGE es siempre negativo.

En la actualidad, la investigacion de nuevas moléculas reguladoras del ciclo celular
(especificamente de los mecanismos reguladores de la mitosis), de la apoptosis y de la
senescencia celular en los TCGT permite establecer un mejor conocimiento de la biologia
celular y molecular de estos tumores y, sobre todo, predecir los mecanismos de progresion del
cancer testicular, lo que redundara en un mejor manejo clinico-patolégico de los TCGT. Dentro
de las moléculas reguladoras de la mitosis en los ultimos afos ha cobrado especial relevancia la
exploracion de moléculas de la familia de Auroras (protein-quinasas), dado que estas
moléculas son candidatas como posibles dianas terapéuticas en el tratamiento de numerosos
tipos de tumores malignos. Evidentemente, también resulta muy interesante el estudio de estas
moléculas con proteinas que regulan la apoptosis y la supervivencia celular; esto es con los
datos de expresion de proteinas pro-apoptoticas (bcl-2) y con moléculas anti-apoptéticas

(survivina) en los diferentes patrones histologicos de TCGT.

La exploracion de Aurora quinasas, y concretamente de Aurora A y Aurora B, es
completamente novedosa en el cancer testicular sobre todo en su peculiar expresion en los
diferentes tipos de TCGT. El estudio de esta familia de proteinas en los TCGT no sélo es
consecuencia de la novedad de hacer el mapeo de un nuevo marcador en un grupo de tumores

que no se habian explorado previamente, antes bien, es consecuencia de la alta concentracion
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de moléculas de la familia Aurora quinasas (sobre todo la Aurora C) en el testiculo de animales

de experimentacion y también en el testiculo del hombre adulto normal.

En relacion con la investigacion de la expresion inmunohistoquimica de Aurora A y de
Aurora B, los objetivos de la presente Tesis se han centrado en: 1) determinar la frecuencia de
la inmunoexpresion de Aurora A, también conocida por el nombre de su gen especifico:
STK15, en el cancer testicular, y su relacion con variables -clinico-patologicas e
inmunohistoquimicas, en relacion con la proliferacion celular y la expresion de moléculas
inhibidoras de la apoptosis, y 2) determinar la influencia de la expresion de STK15 en la
capacidad tumorogénica de los diferentes patrones histopatoldgicos de los tumores malignos de
células germinales desarrollados en testiculos de pacientes normales y en diferentes casos con

infertilidad de origen congénito o adquirido.

Las Aurora quinasas son proteinas de la familia serina/treonina quinasas cuya estructura
y funcion estd conservada en organismos eucariotas. En el humano se han identificado tres
genes de la familia de Aurora quinasas (Aurora A, B y C), y de estos STK 15, también conocido
como aurora-2, aikl, btak, Aurora-A y arkl, ha sido el primero en describirse. El gen
STK15/Aurora-A se considera un oncogén que se encuentra amplificado en diversas neoplasias
humanas.®®” Las Aurora quinasas se asocian con la dindmica de los centrosomas y los
microtibulos. Se localizan en el centrosoma alrededor del material pericentriolar, en los
microtibulos y en el huso mitotico, en consonancia con su participacion en la separacion
cromosdmica y la division celular."*® La localizacion de STK15 puede ser detectada mediante
inmunofluorescencia indirecta s6lo en los centrosomas duplicados durante el ciclo celular y
sélo desde el final de la fase S hasta el comienzo de la fase G1 del ciclo siguiente.®® El gen de
la Aurora A se localiza en una region cromosoémica (20q13) que se encuentra amplificada,
aunque con frecuencia variable, en el cancer de mama, vejiga, ovario, pancreas, cabeza y

cuello y condrosarcomas.?'->"-288:289-326

En el presente estudio, se ha explorado la expresion de Aurora A en el testiculo normal,
en el testiculo atrofico y en las neoplasias testiculares, incluyendo el CIS y los diferentes tipos
histologicos de TCGT. En el testiculo humano normal se observa una intensa inmunoexpresion
de Aurora A en los nucleos de las células germinales mientras que la mayoria de las células de
Sertoli son negativas o so0lo muestran trazas de inmunotincion y las células mioides

peritubulares son, asi mismo, negativas. Aunque la tincion nuclear de Aurora A es mas fuerte y
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difusa en las células de CIS, sin embargo, en los seminomas existe una heterogeneidad de
marcaje, desde células malignas fuertemente positivas hasta células seminomatosas
rigurosamente negativas para Aurora A. Como hallazgo interesante cabe destacar que, a
diferencia de lo que ocurre en el CIS en el que la expresion de Aurora A es siempre nuclear, en
los seminomas también se pueden apreciar tincidon citoplasmica de algunas células tumorales,
tanto con inmunomarcaje en la region del Golgi, como una alin mas tipica inmunorreaccion de
patron de membrana en la mayoria de las células tumorales. Esta peculiaridad también se
comprueba en los TCGT no-seminomatosos, puesto que las células de carcinoma embrionario
de tipo glandular y las células del tumor del seno endodérmico pueden compartir una doble
expresion nuclear y citopldsmica. En relacion con la heterogeneidad de expresion de Aurora A
en los seminomas, sobre todo en la significativa disminucién o incluso ausencia de expresion,
en algunos casos puede ser secundaria a alteraciones del gen STK/5 o de su transcripcion y
también puede deberse a las importantes alteraciones del ADN, especialmente teniendo en
cuenta las frecuentes aneuploidias que experimentan estos TCGT. En este sentido, es necesario
destacar que las alteraciones en la ploidia inducidas por sobreexpresion de STK15 son
potenciadas en las cé€lulas por p53. Esta observacion, unida a la demostracion de que STK15
interacciona con p53 y de que, asi mismo, p53 es capaz de suprimir la accion transformante de
STK15, inhibiendo su actividad quinasa,’ sugieren que el papel oncogénico que STK15 puede
estar modulado por la actividad génica de la célula, en especial el estado funcional de p53. En
este sentido, estd establecido que el gen p53 puede desempefiar un papel importante en el
desarrollo de aneuploidia, tras la existencia de diversas alteraciones entre las que se incluye la

., ., e, 174
sobreexpresion de STK15 como causa de desregulacion del proceso mitético."”

Los hallazgos de expresion de Aurora A en los diferentes patrones de TCGT son
completamente originales, aunque se ha visto un comportamiento heterogéneo de expresion
dependiendo del tipo histolégico y de cada paciente estudiado. En nuestro conocimiento, no ha
sido abordado previamente un estudio exhaustivo de la expresion de esta molécula en el cancer
testicular, por lo que estos resultados solo los podemos comparar con las publicaciones previas
centradas en la expresion de Aurora A en otros tumores. En este sentido, se ha descrito la
sobreexpresion inmunohistoquimica de STK15 en el 94% de los casos de carcinoma ductal
infiltrante de mama, mientras que ninguno de los tejidos normales estudiados expresaban
STK15.2% Dada la alta incidencia de sobreexpresion y el bajo numero de casos analizados, no

se ha encontrado todavia una clara relacion entre ésta y otras variables, tales como la expresion
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de marcadores de proliferacién celular (Ki 67 y PCNA).2* Recientemente se ha analizado la
expresion de mRNA de STK15 en 47 carcinomas de mama mediante RT-PCR cuantitativa y se
ha visto que la expresion de STK15 era significativamente mayor en aquellos carcinomas de
alto grado, con receptores hormonales negativos; ademas, aquellos carcinomas con mayor

179 . .
" En el cancer de ovario, se

inestabilidad cromosdmica mostraron mayor expresion de STK15.
ha encontrado un aumento de la actividad quinasa de STK15 en el 48% de los tumores y
aumento de su expresion inmunohistoquimica en el 57% de los casos;'"" pero, de otra parte, la
amplificacion de STK15 sélo se ha encontrado en el 21% de carcinomas primarios de ovario.?*’
Por ultimo, en el cancer de vejiga, aproximadamente el 50% de los tumores sobreexpresaban
STK15 y esta sobreexpresion se asociaba con otros criterios de agresividad de este tipo
tumoral, entre los que se encuentran: alto grado histologico, crecimiento no papilar,

infiltracién, aneuploidia y mayor posibilidad de recidiva y metastasis.>’

En nuestra serie de TCGT se ha visto que en el parénquima testicular adyacente también
hay expresion con el anticuerpo anti- Aurora B. En el testiculo humano normal, la Aurora B se
expresa fuertemente en el nticleo y de forma mas tenue en el citoplasma, en donde adquiere un
tipico patrén de membrana. En los tubos normales con espermatogénesis conservada, la
intensidad de inmunomarcaje es notoriamente superior en los nucleos de las espermatogonias
basales si se compara con la débil y difusa tincion granular en los nucleos de las células de
Sertoli que, sin embargo, presentan una intensa expresion de Aurora B en su citoplasma. Este
peculiar perfil de expresion de Aurora B persiste en aquellos tubos seminiferos atréficos con
reduccion drastica de la espermatogénesis. En el intersticio, la Aurora B es intensamente
positiva en los nucleos de algunas células de Leydig, aunque otras son negativas; asi mismo, es
muy evidente el marcaje nuclear de Aurora B en las células mioides peritubulares. Por otro
lado, la expresion de Aurora B es siempre constante en los nucleos de las células de CIS,
aunque la intensidad de inmunotincion varia de unas células a otras incluso dentro del mismo
tubo seminifero. Las células de CIS también expresan Aurora B en el citosol, aunque con mas
débil intensidad. En los seminomas puros y en el componente de seminoma de los TCGT
mixtos existe todo un espectro de intensidad de tincion nuclear de Aurora B, siendo minimo el
marcaje citopldsmico, que en estos casos es de tipo granular perinuclear y nunca exhibe el
clasico patron de membrana. En los TCGT no-semimomatosos, asi mismo, también se observa
un doble patrén nuclear y citoplasmico de expresion de Aurora B, no sélo en las células

epiteliales de los carcinomas embrionarios y tumores del seno endodérmico, sino también en
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las células mesenquimales fusiformes y en las células inmaduras de tipo neurobléstico de los
teratomas inmaduros. En nuestra experiencia valorando TCGT, podemos sugerir que Aurora B
no es un buen marcador discriminatorio de diagnostico diferencial entre espermatogonias
normales y aquellas que muestran cambios hipertroficos en relacion con el CIS, y tampoco
resulta un buen marcador que presente un perfil de expresion peculiar en los distintos tipos de
TCGT, a diferencia de lo que ocurre con otros marcadores mas cldsicos como son las
citoqueratinas que, si bien usualmente son negativas en los seminomas que expresan fuerte
marcaje con PLAP,* son positivas en aquellos seminomas que ya comienzan su diferenciacién
a carcinoma embrionario y también son positivas, junto con la BHCG en las células del

sincitiotrofoblasto.?>®

De otra parte, estamos en desacuerdo con los datos previamente publicados en la
literatura acerca de que los niveles de expresion de Aurora quinasas, especialmente referidos a
la Aurora A (gen STK15), suelen ser bajos o nulos en la mayoria de los tejidos normales,
puesto que ambos tipos de Aurora estan presentes y muestran intensa inmunorreactividad en
numerosas células germinales y las derivadas de los cordones sexuales del testiculo humano
normal. En este punto, es necesario matizar que, si bien en la mayoria de los tipos histologicos
de TCGT se ha comprobado una sobreexpresion tanto de Aurora A como de Aurora B, esta
sobreexpresion no siempre estd significativamente presente en todos los casos de TCGT. Sin
duda es necesario realizar mas estudios de esta familia de Aurora quinasas en los TCGT y
también en otros tumores germinales tanto del ovario como extratesticulares. Los buenos
resultados preliminarmente obtenidos en el cancer de mama en los que la amplificacion y
sobreexpresion de Aurora quinasas son relativamente frecuentes, hacen que también en el
cancer testicular la exploracion de estas moléculas sea de maxima actualidad, ya que existen
evidencias de experimentacion animal y también en fase preclinica que sugieren que STK15

, . s - s 31
podria ser una diana adecuada para identificar y disefiar nuevos compuestos terapéuticos’

Se sabe que la funcion de la Aurora B quinasa radica esencialmente en la regulacion de la
fisiologia celular del centrémero y del huso central y es crucial para la segregacion de los
cromosomas y para concluir los procesos de citoquinesis; por ello es necesario abordar nuevas
investigaciones centradas en la regulacion de la Aurora B en tejidos humanos normales y
tumorales, tal como hemos realizado en los TCGT, siendo de especial novedad el abordar la

deteccion del denominado Complejo Asociado Interior de la Proteina del Centroémero
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(INCENP) y de la Survivina."®® La survivina siempre se expresa en el citoplasma de las células
normales y su expresion se incrementa significativamente en el citosol y en las membranas
citoplasmicas de las células transformadas. Pero, ademas, en varios tumores, incluido el
carcinoma de pancreas, se ha descrito una localizacion nuclear de la survivina, sobre todo en
las lesiones de alto grado, sugiriendo que existe una translocacion nuclear de esta proteina, lo
que se interpreta como un proceso temprano en la transformacion maligna.?’ Se sabe que la
survivina es un miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis y se cree que
la survivina tiene un papel en la oncogénesis. Existen tres distintos tipos o isoformas de
survivina.®® La presencia de distintas isoformas de la survivina que son expresadas
diferencialmente sugiere que esta molécula realiza un papel complejo en la regulacion de la
apoptosis,” y se sabe que la prolongada vida que experimentan las células neoplasicas se debe
a la supresion de la apoptosis, lo que contribuye a la perpetuidad de las células transformadas.
Ademas, las proteinas inhibidoras de la apoptosis tienen un papel importante, puesto que
inhiben las caspasa 3,7 y 9. De hecho, la survivina es el inico miembro de esta familia que se
expresa en muchos canceres humanos, incluyendo la neoplasia intraepitelial pancreatica, pero

no se expresa en tejidos adultos normales.”

Nosotros hemos encontrado expresion inmunohistoquimica de survivina en el testiculo
normal y en los TCGT. En el epitelio seminifero normal se ha identificado expresion nuclear
de survivina en todas las células de la espermatogénesis, excepto en la fase final de
espermiogénesis con la formacion de espermatides elongadas. También los nucleos de las
células de Sertoli son siempre positivos para survivina. Estos datos confirman estudios previos
de testiculos normales que demuestran altos niveles de survivina por técnicas de PCR.*!? Este
mismo trabajo refiere que la survivina se pierde en los teratomas maduros y en pacientes
infértiles con aplasia de células germinales.*"* Sin embargo, nuestros resultados estan en franco
desacuerdo con esta aseveracion ya que hemos observado numerosos casos de TCGT que
conservan parénquima testicular que suele mostrar diferentes grados de hipoespermatogénesis,
parada en la maduracién de la linea germinal y muy frecuentemente una marcada atrofia
tubular con la presencia de escasas células germinales basales y un patrén de solo Sertloi. Pues
bien, en estos tubos con importantes lesiones siempre hemos encontrado fuerte expresion
nuclear de survivina en las espermatogonias y espermatocitos y también, aunque mas
tenuemente, en los nucleos de las células de Sertoli. Sin duda, es necesario realizar nuevos

estudios de deteccion de survivina en varias patologias testiculares congénitas y adquiridas que



Discusion 96

cursan con infertilidad, con el fin de precisar mejor si la desregulacion de la apoptosis en las
células germinales puede contribuir a la infertilidad, asi como a la trasformacion maligna.314
Nuestros resultados relativos a la persistencia de la expresion de survivina en tubos seminiferos
con lesiones importantes que condicionan subfertilidad del varén difieren sustancialmente de
estudios previos que encuentran una disminucion en la expresion y la regulacion de survivina,
sobre todo en las alteraciones graves de la espermatogénesis. De hecho, niveles altos de
expresion de survivina se han visto en los testiculos normales, pero se evidencia una pérdida de
la expresion de survivina en aquellos pacientes con paradas de la espermatogénesis que ocurren
en los estadios de diferenciacion pre-meidtico y sobre todo también en los casos de aplasia
germinal. Por ello, la survivina muy probablemente pueda contribuir al balance entre la

proliferacion de las células germinales y la apoptosis.3l3’3 14

En TCGT, estudios previos de expresion de survivina han encontrado un alto marcaje en
aquellos casos con componentes indiferenciados, mientras que, en contraposicion, la survivina
estd ausente en teratomas maduros.*® Los resultados obtenidos en la presente Tesis difieren
sustancialmente de esta generalizacion publicada previamente. Asi, cuando evaluamos
pormenorizadamente los tubos seminiferos con CIS comprobamos que la expresion nuclear de
survivina es muy variable de unas células a otras incluso cuando estdn proximas en el mismo
tubo seminifero, observandose que algunas células de CIS con intenso marcaje de tincion
citoplasmica de survivina carecen de expresion nuclear. También en los seminomas infiltrantes
se han visto casos con una discordancia de expresion en el nicleo y en el citoplama, ,incluso se
han visto campos microscopicos de seminoma infiltrante con un marcado patron de membrana
de survivina y ausencia o soOlo trazas de inmunomarcaje nuclear. En los carcinomas
embrionarios también existe doble marcaje nuclear y citopldsmico de survivina y la
inmunoexpresion se atentia en los patrones solidos desdiferenciados, muy frecuentemente
encontrado en los carcinomas embrionarios. Esta disminucion de survivina en los casos
desdiferenciados difiere de lo publicado en otros laboratorios en los que encuentran que la
expresion de la survivina en los TCGT mixtos también parece perderse cuando ocurre la

diferenciaciéon somatica.***"

Todo lo contrario ocurre en nuestra experiencia, pues la
survivina se expresa constantemente en las diferentes células epiteliales y mesenquimales

derivadas de las tres hojas blastodérmicas de los teratomas testiculares maduros.



Discusion 97

En definitiva, muy probablemente la regulacion de la survivina puede ser relevante en la
tumorogénesis y potencial maligno que pueden experimentar las células germinales
testiculares®™ Por ello, la inmunolocalizacién de la survivina en los diferentes tipos de TCGT
tiene especial importancia en la evaluacion histopatologica y evolutiva de estos tumores
testiculares, y también en la investigacion de los posibles mecanismos de apoptosis que pueden
sufrir estos tumores germinales, dado que se ha sugerido que la survivina es un inhibidor de la
apoptosis y esta sobrexpresada en muchas neoplasias humanas y, contrariamente, rara vez se

detecta en tejidos normales.*"
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PRIMERA. En el CIS y en todos los tipos histologicos de tumores de células germinales del
testiculo se ha encontrado una alta proliferacion celular e intensa positividad nuclear de Ki 67.

En el CIS, la expresion de de Ki 67 es heterogénea, observando también células y negativas.

SEGUNDA. El anticuerpo MAGE se expresa intensamente en la mayoria de nucleos de CIS,
aunque algunos son negativos; también en estas células el inmunomarcaje puede ser positivo
en el citoplasma, con un patréon granular y de membrana. En los seminomas, la expresion de
MAGE citoplasmatica es intensamente positiva, con un patrén granular perinuclear y de
membrana, mientras que la tincidon nuclear es muy irregular y poco freceunte. Los carcinomas
embrionarios, los tumores de seno endodérmico y los derivados epiteliales mesenquimales y

neuroblasticos de los teratomas carecen de inmunoexpresion de MAGE.

TERCERA. La proteina Aurora A se expresa intensamente en el nucleo de las células
germinales del testiculo normal y del testiculo atréfico, y también es fuertemente positiva en
los nucleos de las células de CIS. Sin embargo, la Aurora A exhibe una irregular
inmunoexpresion nuclear y citopldsmica en los seminomas y en los componentes no

seminomatosos de los tumores de células germinales testiculares mixtos.

CUARTA. La proteina Aurora B se expresa en los nlcleos de las células germinales y de
Sertoli normales, y también se evidencia una fuerte tincion nuclear y citoplasmica en las
células del CIS y de los seminomas intratubulares. En los seminomas infiltrantes la
inmunoexpresion nuclear es menor. La Aurora B es positiva en los nucleos de los carcinomas

embrionarios, tumores de seno endodérmico y teratomas, aunque con variables intensidad.

QUINTA. La survivina se expresa en las células germinales de los testiculos normales y
atroficos, en las células de Sertoli, en las células del CIS y en los seminomas, siendo intenso el
marcaje nuclear y mas débil el intracitopladsmico. Los carcinomas embrionarios, tumores de
seno endodérmico y los derivados neuroepiteliales de los teratomas inmaduros tienen variable
expresion de survivina. Los derivados epiteliales y mesenquimales de los teratomas maduros e
inmaduros y las células del sincitiotrofoblasto frecuentemente tienen intensa inmunoexpresion

nuclear de survivina.
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En el presente estudio de moléculas reguladoras del ciclo celular de la familia de Aurora
quinasas y de la survivina presentes en los diferentes tipos histologicos de TCGT, el principal
criterio de seleccion de los 50 casos evaluados fue la presencia de parénquima testicular con
CIS, con el fin de valorar la participacion de estas moléculas en los mecanismos de
proliferacion y progresion del CIS y del cancer testicular. También se ha valorado la expresion
de Ki 67 como indice de proliferacion, asi como la expresion de la proteina MAGE, como

nueva molécula a la que se ha atribuido un cierto valor diagnostico en los TCGT.

En el testiculo normal, hemos visto una alta expresion de Ki 67 en las espermatogonias.
En el CIS, el inmunomarcaje nuclear de Ki 67 resulta mas intenso, aunque es negativo en

algunas células malignas intratubulares, y su expresion es variable en los TCGT mixtos.

Hemos comprobado que MAGE se expresa en el epitelio germinal normal, con un patron
fuertemente perinuclear y de membrana. En los tubos atréficos, la expresion de MAGE persiste
en el citoplasma, pero se hace muy intensa en los niicleos de las espermatogonias. La expresion
de MAGE en el CIS es muy heterogénea, y es mucho mas constante e intensa en el seminoma

intratubular, siendo siempre negativa en los componentes no-seminomatosos de los TCGT.

La Aurora A es muy positiva en los ntcleos de las células germinales normales, pero es
mas intensa en las cé€lulas de CIS; sin embargo, en los seminomas y en los TCGT no-
seminomatosos existe una heterogeneidad de expresion de Aurora A. Asi mismo, la expresion
de Aurora B en las células de CIS es siempre constante en los nucleos y variable en el
citoplasma. La Aurora B se identifica en los seminomas y en todos los patrones de carcinoma
embrionario y de tumor de seno endodérmico, aunque con menor intensidad nuclear y de
membrana en las areas solidas desdiferenciadas. Aurora B siempre esta presente en los nucleos

de las células mesenquimales y neuroepiteliales de los teratomas inmaduros.

La survivina, miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de la apoptosis, se
expresa en los nucleos de las células germinales del testiculo del hombre normal y del paciente
infértil. En el CIS, su expresion nuclear es muy variable. En los TCGT infiltrantes, la survina
también se identifica en los nucleos y en la membrana citopldsmica, disminuyendo la
intensidad de inmunomarcaje en las areas solidas del carcinoma embrionario. Todos estos
datos permiten sugerir que la diferente expresion de las Aurora quinasas A y B y la survivina
puede ser relevante en los mecanismos de regulacion de la proliferacion y apoptosis del CIS y

de los diferentes tipos histologicos de los TCGT.
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The present study is focused about Aurora Kinase family and Survivin, that have a
principal action as regulatory molecules of the cellular cycle in normal and tumoral tissues,
including the testicular germ cell tumors (TCGT). The main criteria of selection for all the 50
evaluated TGCT cases was the presence of testicular parenchyma with carcinoma in situ, CIS.
The purpose of research is the evaluation of the possible participation of these regulatory
molecules in the mechanisms of proliferation and progression of the CIS to an infiltrating
testicular cancer. In addition, the expression of Ki 67 is evaluated as a proliferation index,
marker, as well as, the expression of the MAGE protein, as a new molecule on which a

diagnostic value has been attributed in TCGT.

In the normal testis, we have observed a high expression of Ki 67 in the spermatogonia.
In the CIS, the nuclear immunostain of Ki 67 is more robust, although it is negative in some

intratubular malignant cells, and its expression is variable in mixed TCGT.

We have demonstrated that MAGE is expressed in the normal germinal epithelium, with
a strong perinuclear and membranous pattern. In the atrophic tubules, the expression of MAGE
persists in the cytoplasm, but it is quite intense in the nuclei of the spermatogonia. The
expression of MAGE in CIS is very heterogeneous, and it is more constant and intense in

intratubular seminoma, being always negative in non-seminomatous components of the TCGT.

Aurora A is strongly positive in the normal germinal cell nucleus, but it is even more
intense in CIS cells. However, in seminomas and non-seminomatose TCGT, Aurora A
expression is heterogeneous. The expression of Aurora B in CIS cells is always constant in the
nucleus and variable in the cytoplasm. Aurora B is identified in seminomas, in all the patterns
of both embryonal carcinoma, and endodermic sinus tumor, although with a lesser nuclear and
membrane intensity in the solid dedifferentiated areas. Furthermore, Aurora B is always

present in the nucleus of mesenchymal and neuroepithelial cells of immature teratomas.

Survivin is a member of the apoptosis inhibitory proteins; it is expressed in the nuclei of
germinal cells of the normal testis, as well as in infertile patients. In CIS, its nuclear expression
is very variable. In the infiltrating TCGT, Survivin also is identified at the nucleus and the
cytoplasmatic membrane, its immunolabeling intensity decreases in the solid areas of
embryonal carcinoma. All these data suggest that the different expression of Aurora A and B
kinases, and Suvirvin can be relevant to the regulatory mechanisms of the proliferation and

apoptosis of CIS and the different histological types of TCGT.
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