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RESUMEN

La criptorquidia representa el principal factor de riesgo de cancer testicular en
la edad adulta. Se sabe que en nifilos con criptorquidia no se lleva a cabo la
diferenciacion del gonocito a espermatogonia que normalmente se presenta en
el segundo y cuarto mes de edad. Se ha reportado que el seminoma procede
de un precursor comun, el CISt. La hipotesis mas probable es que el inicio de la
transformacion maligna se lleva a cabo en el Gtero durante el desarrollo
temprano de las células madre de la linea germinal y la célula diana,
probablemente un gonocito. Esta hipdtesis se basa inicialmente en la
semejanza morfologica entre las células CISt y los gonocitos, algunos estudios
han demostrado superposicion de patrones de expresion de varias proteinas
entre gonocitos fetales y células CISt como son: c-Kit, OCT3/4, AP-2y y
Fosfatasa alcalina (FA), que no son detectables en los testiculos adultos. En el
presente estudio se analizaron 41 tejidos testiculares con criptorquidia y 30
tejidos testiculares controles, procedentes del Departamento de Patologia del
INP. Por inmunohistoquimica se analizé la presencia de marcadores de
pluripotencialidad e indiferenciacion como OCT3/4, c-Kit y FA. Ademas se
realizé un analisis morfométricos en H-E. En individuos del grupo control, la
expresion de las proteinas OCT3/4, c-Kit y FA se regulan a la baja desde el
nacimiento hasta los cuatro a seis meses de edad, de tal manera que después
de los 6 meses de edad ya no se expresan estos marcadores, proceso que
determina la diferenciacion del gonocito a espermatogonia. En cuanto a la
histologia de estos controles no presentd ninguna alteracién en el epitelio
germinal. En los pacientes con criptorquidia, se presentaron alteraciones
histopatologicas, las cuales no estuvieron asociadas a la expresion de
marcadores (OCT3/4, c-Kit y FA), algunos gonocitos de pacientes con
criptorquidia se mantienen como pluripotentes indiferenciados, expresando las

proteinas ya mencionadas.



DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

1. INTRODUCCION

1.1 DIFERENCIACION SEXUAL

Durante la gestacion, en la diferenciacion sexual se llevan a cabo una serie de
procesos que son determinados y regulados por gran numero de genes que
codifican para la sintesis de factores de trascripcion, factores de crecimiento,
enzimas y hormonas. En el hombre el sexo del embrion se determina en tres
etapas: en la primera se establece el sexo cromosémico en el momento de la
fecundacion, en la segunda se presenta la diferenciacion de la gonada hacia
ovario o testiculo y durante la tercera ocurre la diferenciacién de los genitales
internos y externos, que son influenciados por las hormonas (esteroides,
estrogenos 6 ambas) involucradas en este proceso de diferenciacién sexual
(Mora, 1994; Rey y Josso, 1996; Josso, 1998 y Warne y Zajac, 1998).

1.2 ETAPAS DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

El establecimiento del sexo cromosémico se presenta cuando un
espermatozoide portador de un cromosoma X 0 Y fertiliza a un 6vulo (portador
de un cromosoma X) para dar origen a un embribn con un complemento
cromosémico XX o XY. La presencia del cromosoma Y es necesaria para la
diferenciacion testicular de la génada primitiva (Ford et al, 1959).

A) Diferenciacion gonadal.

En esta etapa se define la via que seguira el embrién indiferenciado para ser
un individuo sexualmente dimorfico, si el sexo cromosémico del embrion es XY,
la cresta gonadal bipotencial se organiza para la formacion de un testiculo, y si
el complemento cromosomico es XX la cresta gonadal desarrollara ovarios en
lugar de testiculos (Behringer, 1994). Sin embargo la determinacion gonadal no
es un evento sencillo, sino critico, debido a que determina la via a seguir y el

establecimiento de la etapa fenotipica u hormonal que decide los siguientes
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eventos para la formacion de una génada femenina o masculina (Séder, 2007).
El desarrollo gonadal se inicia con el establecimiento del primordio gonadal o
gonada indiferenciada. En la cuarta semana del desarrollo del humano, se
observa una estructura primordial comun en mujeres y varones llamada cresta
urogenital, que se localiza en la superficie ventromedial del mesonéfros, y se
origina a partir de células mesenquimatosas somaticas del mesonéfros, y de la
migracion de las células epiteliales de la superficie celémica de la cresta
gonadal. Este primordio se mantiene en estado indiferenciado hasta la séptima
semana. Durante el estado indiferenciado, en ambos sexos, prolifera el epitelio
de la cresta genital que rodea a las células germinales, lo que formara los

cordones sexuales en ambos sexos (Park, 2005).

La goénada indiferenciada esta formada por dos linajes celulares, las
células germinales y las células somaticas (McLaren, 2000). Las células
precursoras de las células germinales son llamadas células germinales
primordiales (CGP) y son de origen extragonadal (Merchant y Moreno, 1998).
Las CGP del ratén derivan del ectodermo embrionario y se han detectado en el
endodermo del saco vitelino y el mesodermo del alantoides, las cuales, entre
los 10 y 12 dias migran a través del intestino posterior y del mesenterio dorsal
hasta colonizar las crestas genitales (figura 1) (Ginsburg et al, 1990). Se ha
descrito que las CGP son guiadas hacia la cresta gonadal por proteinas de la
matriz extracelular expresadas a lo largo del mesenterio dorsal y del intestino
posterior y pueden ser distinguidas por la expresion de marcadores de células
madre como la fosfatasa alcalina placentaria (FA), OCT3/4 y c-Kit. Durante este
proceso las CGP muestran una activa proliferacion mitética duplicando su

namero en el trayecto hacia la cresta gonadal (Wylie, 1999; Bendel, 1998).
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Mesonefros
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Figura 1: A) Esquema que muestra el sitio de origen de las CGP en la pared del saco vitelino
en un embriéon de 3 semanas. B) Via migratoria de las CGP a lo largo de la pared del saco
vitelino y mesenterio dorsal dentro de las crestas genitales en desarrollo (Modificado de
Campbell et al, 2009).

En los embriones XY, los cordones sexuales de la gbnada indiferenciada
proliferan hasta la octava semana. Posteriormente los cordones sexuales,
ahora llamados cordones testiculares, pierden contacto con la superficie del
epitelio celomico y comienzan a separarse debido a una reorganizacién del
tejido conectivo caracteristico del testiculo en la que se observa la migracién de
células mioides y endoteliales desde el mesonéfros hacia la gbnada, lo que
formara la tanica albuginea (figura 2) (Martineau et al, 1997; Capel et al, 1999;
Tilmann et al, 1999). Las células de tipo epitelial que conforman los cordones
testiculares se denominan células pre-Sertoli, y cuando estas células empiezan
a producir y secretar la hormona o sustancia inhibidora de los conductos de
Muller (MIS por sus siglas en inglés), se definen como células de Sertoli.
Seguido de los cambios morfologicos, las células de Sertoli constituyen una
fuente paracrina temprana de factores de crecimiento y diferenciacién de otras
células del testiculo como las células de Leydig. La produccién de MIS es el
primer producto hormonal del testiculo fetal y es necesaria en la regresion de
los conductos Mullerianos, primordio de los genitales internos femeninos
(Petersen y Soder, 2006).
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Figura 2: Esquema que muestra la formacion de las crestas genitales y conductos
paramesonéfricos. A) durante la 52 y 62 semanas se forman las crestas genitales en la pared
abdominal posterior en la parte media del mesonéfros en desarrollo. B) durante la 62 semana,
los conductos paramesonéfricos se desarrollan a los lados del mesonéfros (Modificado de
Campbell et al, 2009).

Otro de los componentes sométicos son las células esteroidogénicas. En
el macho estas células migran del epitelio celomico y del mesénquima del
mesonéfros del estroma gonadal y se diferencian en células de Leydig
(Morohashi 1997; Merchant y Moreno, 1998), que sintetizan y secretan
testosterona, hormona esencial en la masculinizacion del feto. La diferenciacion
de la gbnada, que inicia en la séptima semana del desarrollo fetal en el
humano, depende de las sefiales provenientes de las células de Sertoli. El
factor de crecimiento de fibroblastos-9 y la molécula de sefalizacion Desert
Hedgehog (DHH) son factores derivados de las células de Sertoli y son
requeridos en la diferenciacion y funcionamiento de las células de Leydig
(Clark, 2007; Colvin et al, 2001; O"Shaughnessy et al, 1998). Las células de
Leydig fetales en el humano son las primeras en aparecer una vez formado el
testiculo e inician la produccién de andrégenos en la octava semana de
gestacion (O"Shaughnessy et al, 2007). Estas células se localizan en el tejido
intersticial del testiculo, son productoras del Factor esteroidogénico 1 (SF1, por
sus siglas en inglés) (requerido en la esteroidogénesis) y del factor asociado a
la insulina-3 (INSL3 por sus siglas en inglés) un factor necesario en el

descenso testicular (lvell y Hartung, 2003; Ferlin et al, 2006).
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El tejido conectivo o células del estroma son importantes constituyentes
del testiculo y son necesarios en la histogénesis de los cordones seminiferos.
Estas células son conocidas como peritubulares o células mioides y forman una
capa basal alrededor de los cordones seminiferos, al mismo tiempo que dan
soporte a las células de Sertoli (Jeanes et al, 2005). Las células que dan origen
a las células mioides migran directamente del mesonéfros adyacente hacia las
células de Sertoli por quimiotaxis, contribuyen a la vascularizacion del testiculo
y su migracion es dependiente de la expresion de los genes SOX9 y SRY en
las células de Sertoli. Durante la vida fetal y la nifiez, las células germinales se
desarrollan en pro-espermatogonias y se mantienen en reposo, mientras que
los cordones testiculares se mantienen sdlidos. En la pubertad, sin embargo,
los cordones se abrirdn y formaran los tubos seminiferos (Capel et al, 1999,
Schmahl y Capel et al, 2000).

La diferenciacibn de los genitales internos y externos que continua
después del establecimiento de la gbnada masculina depende de la integridad
funcional del testiculo fetal. Los principales aspectos de este proceso
involucran el desarrollo de los componentes que permitan el transporte, la
maduraciéon, el almacenamiento y la liberacién de los gametos masculinos
(Gassei y Schlatt, 2007).

B) Diferenciacién fenotipica

La gonada indiferenciada tanto de individuos XX y XY, esta acompafada
de dos pares de conductos sexuales: los conductos paramesonéfricos o
conductos de Miller que se diferencian en los genitales internos de la hembra y
los conductos mesonéfricos o conductos de Wolff, los cuales dan origen a los
genitales internos del macho. En el humano, los conductos de Wolff se
desarrollan alrededor del dia 24 de gestacion, surgen a partir del mesénquima
paravertebral como cordones soélidos de células que circulan por el interior del

mesonéfros y que posteriormente abren hacia la cloaca, donde sirven como el
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principal conducto excretor del embrién (Wilson et al, 1981; Lawrence et al,
1992).

Los conductos de Miiller se encuentran externos al mesonéfros y siguen
un recorrido paralelo al de los conductos de Wolff, luego los cruzan hasta
unirse ambos conductos Millerianos (Wilson et al, 1981). Estos conductos
surgen por invaginacion de la superficie del epitelio celomico lateral (Didier,
1971; Paranko et al, 1985; 1986).En el embrion sexualmente indiferenciado
existe una apertura para los conductos genitales y el tracto urinario hacia el
exterior del embridon, denominado seno urogenital. El desarrollo y destino de los
conductos genitales asi como del seno urogenital dependen del tipo de gbnada
gue se desarrolle. En el macho, los conductos de Wolff persisten mientras que
los de Miuller degeneran. La parte craneal de cada conducto de Wolff origina el
epididimo, la parte media origina el conducto deferente y la parte caudal forma

el conducto eyaculador y la vesicula seminal (figura 3) (Wilson et al, 1981).

Conducto paramesonéfrico

Sl Tibulos

mesonéfricos

> Cordones
sexuales
Jif medulares

Apéndice epididimario
B Apéndice testicular

Cordones testiculares
(futuros tibulos seminiferos)

Red testicular

Tunica albuginea

Paradidimo
Epididimo
Conducto deferente

Figura 3: Esquema que muestra el desarrollo del testiculo A) se observa la involucion del
conducto paramesonéfrico o conducto de Miiller y el desarrollo del conducto mesonéfrico o de
Wolff B) se observan las estructuras derivadas de los conductos de Wolff y otras que

conforman al testiculo (Modificado de Campbell et al, 2009).
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1.3 MECANISMO DE DESCENSO TESTICULAR

El desarrollo de una adecuada espermatogénesis a futuro, los testiculos deben
ubicarse en el escroto, al exterior del cuerpo, en un ambiente de menor
temperatura corporal. Para adquirir esta posicion los testiculos deben llevar a
cabo el descenso testicular. La regulacién de este proceso en humanos es
compleja e intervienen factores genéticos, hormonales, fisicos y ambientales
(Virtanen, et al, 2007), lo que depende del desarrollo de varias estructuras
como el gubernaculo, el proceso vaginal, el canal inguinal, los vasos

esperméticos y el escroto (Hotson et al, 1997).

El descenso de los testiculos se presenta en dos etapas, la
transabdominal y la inguinoescrotal. En el humano la primera etapa ocurre en
la semana 12 de la gestacion y la segunda etapa ocurre entre la semana 26 a
la 32 (figura 4) (Hutson y Donahue, 1986).

Pared posterior del abdomen

Fase transabdominal
12-16 spc
(INSL3-LGR8, HOXA10 y Testosterona)

N\

Gubernaculo

N\

Fase inguinoescrotal
26-32 spc
(Testosterona)

Escroto

Figura 4: Esquema que muestra las fases del descenso testicular (Modificado de Klonish et al,
2004).
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Durante la semana 12 a la 16 de gestacidon se presenta la primera etapa
del descenso testicular, en la cual el testiculo se localiza en el abdomen para
posteriormente desplazarse hacia el escroto. En posicion abdominal, el
testiculo esta suspendido por dos ligamentos; uno que lo une al rifidén, llamado
ligamento suspensor craneal (LSC) y otro que conecta al testiculo y el

epididimo al piso del escroto, conocido como gubernaculo (Klonish et al, 2004).

La fase transabdominal se caracteriza por el crecimiento del
gubernaculo, debido tanto a la proliferacion de sus células, como a la sintesis
de glicosaminoglicanos y acido hialurénico. Estos procesos dilatan el canal
inguinal y el escroto facilitando el paso del testiculo por estas estructuras. En
esta fase del descenso también participan la MIS y el INSL3. Se ha demostrado
que el INSL3 actua directamente sobre el gubernaculo a través de su receptor
asociado con la relaxina (RXFP2), también conocido como LGR8 o GREAT
(Overbeek et al, 2001 y Kumagai et al, 2002).

Los estudios en animales de laboratorio han demostrado el papel del
INSL3 en la primera fase del descenso, ya que al generar un ratén knock-out
de INSL3 se produce criptorquidia bilateral aislada a causa de la presencia de
anormalidades en el desarrollo del gubernéculo, sin ninguna reaccion sobre el
crecimiento (Nef y Parada, 1999; Zimmermann et al, 1999). Esto sugiere que el
INSL3 es el factor que causa la dilatacion del gubernaculo, permitiendo el

descenso testicular adecuado (Hutson y Hasthorpe, 2005).

También se ha sugerido a la MIS, como responsable de la etapa del
descenso transabdominal (Hutson, 1985). Debido a que las mutaciones en el
receptor para la MIS causan persistencia de los conductos de Mdller en el
macho, interrumpiendo, mecanicamente, el descenso de los testiculos y
provocando feminizacién del gubernaculo. Sin embargo, existe evidencia de
que ratones deficientes del receptor de MIS no sélo tienen descenso testicular
normal, sino que también esta hormona tiene un efecto indirecto sobre el

crecimiento del gubernaculo, por lo que su participacion en el descenso
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testicular aun es controversial (lvell y Hartung, 2003; Hutson y Hasthorpe,
2005; Virtanen y Toppari, 2008; Foresta et al, 2008 y Acerini, 2008).

Durante el descenso inguinoescrotal del testiculo, se lleva a cabo la
regresion del gubernaculo quedando solo como un tejido fibroso que mantiene
anclado el testiculo al escroto. Esta fase del descenso esta bajo control de la
testosterona y la presion abdominal (Hutson et al, 1997). Debido al efecto de la
testosterona el LSC involuciona permitiendo que el testiculo permanezca muy
cercano al anillo inguinal interno, y esto cause la migracion del testiculo hacia
la regidn inguinal (Costa et al, 2002; Hutson y Hasthrope, 2005; Foresta et al,
2008).

El efecto de la testosterona durante el descenso inguinoescrotal puede
ocurrir directamente a través de los receptores de androgenos, que en
humanos se expresan en el gubernaculo (Hosie et al, 1999, Vigueras et al.,
2004), y que se propone participan en la regresién gubernacular (Barthold et al,
2000).

Los estudios con roedores sugieren una accién indirecta de la
testosterona a traveés del Nervio Genitofemoral (NGF) que, en respuesta a la
testosterona, libera el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP
por sus siglas en inglés), induciendo la contraccién de la musculatura del
gubernaculo y de esta forma desplaza al testiculo hacia el escroto (Yong et al,
2008, Vigueras et al, 2003).

Cuando el o los testiculos no descienden es una condicion patoldgica

denominada criptorquidia (Chavarria, 2011).
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1.4 DIFERENCIACION, MADURACION Y PROLIFERACION DE CELULAS
TESTICULARES POSTNATALES.

Durante la etapa postnatal temprana se llevan a cabo procesos importantes
para el establecimiento de la fertilidad futura. Estos consisten en la proliferacion
de las células de Sertoli diferenciacion de las células de Leydig a partir de

células mesenquimatosas y de los gonocitos a espermatogonias.

1.4.1 CELULAS DE SERTOLI

La proliferacién de las células de Sertoli es un proceso crucial ya que existe
una estrecha relacion entre el numero de espermatozoides producidos en la
edad adulta con el nimero de células de Sertoli en los testiculos. Se sabe que
cada célula de Sertoli soporta un nimero determinado de células germinales
(Orth et al, 1988; Sharpe et al, 2003).

Solo las células de Sertoli inmaduras proliferan, por lo que el numero
final de células de Sertoli se determina antes de la edad adulta. Ademas las
células de Sertoli proliferan durante tres periodos de la vida, en la fetal, la
neonatal y en el periodo peripuberal en todas las especies de mamiferos (Plant
y Marshall, 2001) aunque el periodo fetal es el de mayor actividad proliferativa
(De Franca et al, 2000).

En torno a la pubertad, las células de Sertoli presentan un cambio radical
en su morfologia y funcién, anunciando el inicio de un estado inmaduro,
proliferativo a un estado maduro, no proliferativo. El nicleo se agranda y se
convierte en tripartito y el nucléolo se hace mas prominente. Las células de
Sertoli adyacentes forman uniones estrechas entre si para crear un
compartimiento unico adluminal en el que los pasos meiético y post-meidtico de
la espermatogénesis pueden proceder, ademas de permitir la formacion de una
luz (Jégou, 1992; McLaren et al, 1993; Sharpe, 1994).

11
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Entre los factores que participan en la maduracion de las células de
Sertoli, la hormona tiroidea (T3) juega un papel importante en su maduracion,
aunque otros factores pueden estar involucrados (Means et al, 1976).Con el
uso de modelos animales de laboratorio se ha mostrado que la T3
conjuntamente con los andrégenos y la Hormona Foliculo Estimulante (FSH por
sus siglas en inglés) participan en la maduracion de las células de Sertoli.
Ademas es probable que las células germinales participen en la maduracién de

estas células (Arambepola et al, 1998).

La expresion de receptores para androgenos (AR) en las células de
Sertoli en los seres humanos, es probablemente, un evento tardio en la
pubertad (Waring et al, 2000). EI aumento de las concentraciones de FSH y
testosterona en la pubertad, coincide con la expresion de AR en las células de

Sertoli, lo que podria permitir su maduracién final (Sharpe et al, 2003).

Se pueden presentar algunos cambios en la funcién secretora de las
células de Sertoli debido a la ausencia de células germinales (J'egou y Sharpe,
1993; Sharpe et al, 1993; Boujrad et al, 1995; Guitton et al, 2000). La ausencia
de células germinales pueden dar lugar a la des-diferenciacion de las células
de Sertoli, de tal manera que las funciones de las células de Sertoli inmaduras
son funcionalmente conectadas de nuevo. Sin embargo, es importante
reconocer que la ausencia de células germinales puede ser un reflejo de
anormalidades subyacentes en las células de Sertoli, como la falta de su

maduracion (Steger et al, 1996; Maymon et al, 2002).

El gen para MIS es uno de los primeros que se activan en las células de
Sertoli, después de su diferenciacion, durante la vida fetal (Josso et al, 2001), y
se expresa, mientras éstas permanezcan inmaduras. En la pubertad, la
expresion de MIS en las células de Sertoli y su secrecion en el torrente
sanguineo es regulada a la baja, o que coincide con la aparicion de las células
germinales meidticas, la presencia de receptores para andrégenos y la

maduracién de las células de Sertoli (Rey et al, 1994, 1999; Rajpert et al,
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1999). La persistencia de una elevada expresion de MIS en las células de
Sertoli 0 altas concentraciones en la sangre, en la edad adulta, puede indicar
una falta de maduracion de las células de Sertoli, aunque también puede

reflejar deficiencias en la accion de los andrégenos (Sharpe et al, 2003).

La enzima p450 cataliza la conversion de la testosterona a estradiol y en
el varon esta enzima se inhibe, cambio que favorece la produccion de
testosterona, la p450 se expresa en las células de Sertoli fetales o neonatales,
pero la expresion es regulada a la baja durante la maduracion de dichas células
(Palmero et al, 1995; Panno et al, 1995), de tal manera que en los testiculos de
ratas adultas, la p450 se expresa principalmente en las células de Leydig y en

algunas células germinales (Carreau et al, 1999; Turner et al, 2002).

La molécula de adhesién neuronal (NCAM por sus siglas en inglés) se
expresa en las células de Sertoli fetales o inmaduras y es importantes en la
adhesién del gonocito o pre-espermatogonia durante su migracion intratubular
a la membrana basal (Laslett et al, 2000; Orth et al, 2000). En ratones, la
expresion de NCAM se inhibe durante la maduracion de las células de Sertoli
(Orth y Jester, 1995; Orth et al, 2000) y también NCAM puede ser regulada a la
baja experimentalmente mediante la administracion de T3 en ratones (Laslett et
al, 2000).

1.4.2 CELULAS DE LEYDIG

La poblacion de células de Leydig que se diferencia prenatal y postnatalmente
se identifican como células de Leydig fetales y adultas, respectivamente. En la
rata se han documentado la presencia de estas dos poblaciones distintas de
células de Leydig desde 1959 (Roosen y Anderson, 1959). Durante mucho
tiempo se ha sugerido que las células mesenquimatosas en el intersticio
testicular son las células precursoras de las células de Leydig de los testiculos

de mamiferos, incluyendo la rata (Lording y Kretser, 1972; Niemi y Kormano,
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1964), el raton (Baillie, 1964), el cerdo (Dierichs et al, 1973), el hurdn
(Deansley, 1977), y el humano (Mancini et al, 1963).

Las células mesenquimatosas del intersticio testicular se originan de los
tubos mesonéfricos o tejido conectivo de la génada en desarrollo procedentes
del mesodermo embrionario. Aunque algunas de las células mesenquimatosas
en el intersticio testicular se diferencian en células de Leydig fetales y muchos
otros tipos de células intersticiales, las demas conservan sus caracteristicas
indiferenciadas y sirven como células madre de las células adultas de Leydig

en los testiculos después del parto (Byscove, 1986).

Las células madre mesenquimatosas se observan en unas posiciones
centrales o distribuidas al azar en el intersticio. Los primeros informes (Lording
y Kretser, 1972; Russell et al, 1995; Haider et al, 1995, Chemes, 1996) apoyan
la opinién de células mesenquimatosas peritubulares como las precursoras

principales de las células de Leydig adultas (Mendis y Siril, 2001).

El primer paso en el proceso de diferenciacion de las células de Leydig
postnatales adultas, es la transformacion de las células mesengquimatosas en
células progenitoras. Las células progenitoras son morfolégicamente idénticas
a las células mesenquimatosas, pero son claramente reconocibles por que
producen enzimas esteroidogénicas y son capaces de producir andrégenos.
Cuando las células mesenquimatosas se diferencian en células progenitoras,
debido a la biosintesis de hormonas esteroideas, adquieren enzimas como la
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa (33-HSD), el citocromo p450sec
y p450cl7, antes de que se expresen los receptores para LH en la célula
(Haider et al, 1986; Hardy et al, 1990; Haider y Servos, 1998; Ariyaratne et al,
2000). Las células progenitoras tienen receptores para la LH (Clausen et al,
1981; Huhtaniemi et al, 1986; Shan y Hardy, 1992; Risbridger y Davies, 1994),
y esto ha sido confirmado en estudios anteriores (figura 5) (Ariyaratne et al,
2000).

14
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Figura 5: Linaje de las células de Leydig, en donde se observa los cambios durante el
desarrollo de dichas células a partir de células mesenquimatosas hasta células Leydig adultas
maduras. (CLA) asi como la expresion de receptores y enzimas esteroidogénicas durante su
desarrollo (Mendis y Siril, 2001).

En la rata prepuber, el inicio de la diferenciacion de las células
mesenquimatosas en el testiculo es independiente de la LH, como ocurre en la
etapa fetal de la rata y el ratobn (Majdic et al, 1988 y O’'Shaughnessy et al,
1998).

Durante la séptima semana de edad en el humano, comienza la
diferenciacion de las células de Leydig. Este evento y la proliferacion de dichas
células son influenciados por factores producidos por las células de Sertoli
(Clark et al, 2000; Colvin et al, 2001).

El siguiente paso es la transformacion de las células progenitoras en
células de Leydig adultas. La diferencia mas marcada entre estas células es el
cambio de forma, debido a que pasan de una forma alargada a poligonal. Esta
diferenciacion se acompafa por movimientos en direccion al centro del
intersticio, ademas, éstas son mas pequefias que las células de Leydig adultas
inmaduras y maduras. Las nuevas células Leydig formadas no contienen
deshidrogenasa 1 (11B-HSD1), cuando las células de Leydig adultas se acaban
de diferenciar tan solo secretan el 40% de testosterona en comparacion con las

que ya estan bien diferenciadas. En comparacion con las células maduras e
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inmaduras, las células Leydig adultas cuentan con una gran capacidad de
secretar androstenediona durante la etapa postnatal (Mendis y Siril, 2001;
Chen et al, 2009).

El tamafio de las nuevas células de Leydig adultas inmaduras se
incrementa y adquiere gotas lipidicas. El nUmero y tamafio de gotas de lipidos
en las células de Leydig adultas inmaduras post-natales parecen ser mas
pequefias que en las células de Leydig adultas inmaduras fetales (Mendis y
Siril, 2001; Chen et al, 2009). Estas células son las dominantes del linaje de las
células Leydig de la etapa postnatal. Son positivas para la enzima 11p-HSD1.
Sin embargo la actividad de la 17B-HSD, permanece baja en etapa postnatal,
como resultado, la habilidad de las células de Leydig adultas inmaduras de
producir testosterona es mas baja en comparacion con las células de Leydig
adultas maduras (Mendis y Siril, 2001; Chen et al, 2009).

El dltimo paso es el surgimiento de las células de Leydig adultas
maduras. Esta transicion se caracteriza por el aumento significativo en el
tamafo promedio de las células (Ariyaratne y Mendis, 2000) y la desaparicion
de las gotas de lipidos en el citoplasma (Mendis et al, 1987; Russell et al, 1995;
Zirkin y Ewind, 1987). Ademas se incrementa la secrecion de testosterona en
respuesta a la accion de la LH circulante, esto es debido a la expresion de un
mayor numero de receptores de LH. (Shan y Hardy, 1992).

Con el incremento en el volumen de los organelos tales como reticulo
endoplasmico liso, la actividad esteroidogénica de las células se incrementa,
particularmente 17B-HSD, que catalizan el Ultimo paso de la sintesis de
testosterona (Fig. 5) (Mendis y Siril, 2001; Chen et al, 2009).

Los mecanismos celulares que dan lugar a la diferenciacion de la
poblacion adulta de las células de Leydig siguen funcionando en el testiculo
maduro para mantener un numero constante de células de Leydig. Aunque los

mecanismos implicados en el mantenimiento de esta poblacion en los
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testiculos adultos aun no estan bien establecidos, se propone que las células
de Leydig muertas por apoptosis son remplazadas por nuevas células de
Leydig (Teerds, 1996). Se ha demostrado que las hormonas esteroidogénicas
circulantes, asi como los factores de crecimiento tienen efectos importantes en
cada etapa de desarrollo de la diferenciacion y maduracion de la poblacion de
células de Leydig adultas (Mendis y Siril, 2001).

1.4.3 GONOCITOS

Los gonocitos testiculares son los precursores fetal/neonatal, de las
espermatogonias indiferenciadas. El término gonocito fue propuesto
originalmente por Clermont y Perey (1957) para designar a las células
germinales primordiales (CGP) después de que pasan a ser residentes en la
gonada en desarrollo (Culty, 2009). Los gonocitos testiculares también se
identifican como pre-espermatogonias, pro-espermatogonias 0, mas
ampliamente, como células germinales primitivas, aunque el término gonocito

ha sido el mas empleado (Gaskell et al, 2004).

El desarrollo de las células germinales se compone de dos fases
principales que conducen al desarrollo de la espermatogonia y posteriormente
a la formacién de los espermatozoides. La primera fase abarca el periodo fetal
y neonatal, que conduce a la formacion de espermatogonias. Este periodo de
desarrollo incluye dos tipos principales de células germinales: las CGP vy el
gonocito. Ambas presentan una morfologia similar, ya que son células grandes,
circulares con un ndcleo prominente que contiene uno o dos nucléolos (Baillie,
1964), ademas de presentar un citoplasma en forma de anillo que rodea al

nacleo de estas células (Culty, 2009).

Los gonocitos neonatales se encuentran acoplados a las células de
Sertoli, via uniones tipo gap, y dependen de factores producidos por las células
de Sertoli, para su diferenciacion, tales como: las NCAM, el factor de células
stem (SCF por sus siglas en ingles) y su receptor, el c-Kit, caderinas de

hipdfisis y cerebro de tipo corto (STPB-C por sus siglas en inglés) y el factor de
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crecimiento derivado de plaguetas (PDGF por sus siglas en inglés) que se
describiran a continuacion. Muchos de estos factores han sido propuestos, por
estudios en animales de laboratorio como la rata y el raton (Tabla I). El
momento en el cual se diferencian los gonocitos, varia con la especie, en el
humano se inicia en el ultimo tercio de la gestacién y se concluye durante el
segundo al cuarto mes de edad (Paniagua y Nistal, 1984; Brinster, 2002; Wu et
al, 2009).

a) NCAM

ElI NCAM es una glicoproteina de superficie que mantiene la adhesion entre las
células de Sertoli y los gonocitos (Wu et al, 2003). Comprende tres isoformas
con masa molecular distinta de 120, 140 y 180 Kda. La de 140 Kda se
encuentra en la superficie celular y se sabe que es necesaria en la adhesion,
division, diferenciacion y migracion de distintos tipos celulares (Edelman y
Crossin, 1991, Seki y Arai, 1993; Cunningham, 1995; Ling et al, 1998).

b) SCF

El SCF se expresa en el tejido somatico del embrion de raton, a lo largo de la
via de migracién de las CGP, con alto nivel de expresion en la cresta genital
(Keshet et al, 1991; Matsui et al, 1991). Los estudios experimentales han
reportado que la mutacion del SCF o su receptor, resulta en un numero
reducido de CGP (Brannan et al, 1992; McCoshen y McCallion, 1975; Buehr et
al., 1993), ademas de que la interaccion SCF-c-Kit incrementa la proliferacion y
suprime la apoptosis de las CGP, tal como la diferenciacion a espermatogonias
(Godin et al, 1991; Dolci et al, 1991; Pesce et al, 1993; 2001; Yan et al, 2000).
Cuando las CGP migran a la génada y se diferencian a gonocitos, las célula de
Sertoli secretan SCF y pueden mantener la sobrevida y la actividad mitética de
los gonocitos humanos (Strohmeyer et al, 1995).
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El c-Kit es un factor importante para la migracion de las CGP, la expresion de
éste fue descrita por primera vez en un tumor de células germinales por
Strohmeyer et al, (1995) y en el carcinoma in situ testicular (CISt por sus siglas
en inglés) por Rajpert y Skakkebaek (1993); Strohmeyer et al, (1995) y
Bokemeyer et al, (1996). La expresion es gradualmente reducida con la edad y
puede mantener la sobrevida de células indiferenciadas. Se ha propuesto que
la expresion de c-Kit puede contribuir al desarrollo neoplasico al prolongar la

sobrevida de células pluripotenciales (Stoop et al, 2008).

Es una proteina que actia como un sistema de sefalizacion esencial
para la sobrevivencia, migracion y diferenciacion de células germinales
tempranas (Dolci et al, 1991, 2001; Godin et al, 1991; Pesce et al, 1993; Yan et
al, 2000). Se expresa fuertemente en gonocitos de humano y rata en etapas
fetales e infantiles (Jargensen et al, 1995; Robinson et al, 2001; Gaskell et al,
2004; Honecker et al, 2004) y muy poco o indetectable en espermatogonias del

testiculo humano adulto (Rajpert et al, 2003b).

d) STPB-C

Estudios in vivo e in vitro, empleando técnicas de Northern, e hibridacion in situ,
han reportado una alta expresion de proteinas STPB-C, en el testiculo de
neonatos y esta expresion disminuye durante el desarrollo. Por su localizacion
se sugiere que actian en las adhesiones entre las células de Sertoli y los
gonocitos, manteniendo la sobrevivencia y desarrollo de estas células
germinales (Wu et al, 2003).

e) PDGF

El PDGF es una proteina que regula la proliferacion (Gnessi et al, 1995; Li et al,

1997; Thuillier et al, 2003), migracién y diferenciacion celular (Basciani et al,
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2008). Las células de Sertoli postnatales tempranas producen este factor. El
gonocito presenta receptores para esta proteina y responde proliferando
mitéticamente y migrando del centro del corddn a la periferia, lo que genera

gue se diferencie en espermatogonia (Basciani et al, 2008).

Por otro lado, otros factores que también se expresan durante el
desarrollo en los gonocitos son el OCT3/4, AP-2y, NANOG, fosfatasa alcalina
placentaria (FA) y c-Kit, los cuales abundan durante la etapa fetal temprana
manteniendo a los gonocitos como pluripotentes e indiferenciados y su
expresion disminuye gradualmente mientras los gonocitos se diferencian a
espermatogonias inmaduras (Jorgensen et al, 1995; Gaskell et al, 2004; Hoei-
Hansen et al, 2004b, 2005; Honecker et al, 2004; Rajpert et al, 2004, 2006). La
diferenciacion de los gonocitos a espermatogonias, en diversas especies,
incluyendo el humano, se asocia con la reduccion gradual de estos marcadores
y la expresion de una proteina celular especifica denominada VASA (Mitchell et

al, 2008). A continuacion se describen los factores de pluripotencialidad.

fy OCT3/4

El OCT3/4, también conocido como otf3 o pou5fl, es un miembro de la familia
de factores de trascripcion POU. Algunos sitios de unién a POU5F han sido
identificados en varios genes, incluyendo el factor de crecimiento fibroblastico 4
y el receptor promotor alternativo del factor de crecimiento derivado de
plaquetas a (Kraft et al, 1996). Los datos indican que pou5f1/POU5F1 funciona
como un interruptor maestro en la diferenciacion mediante la regulacion de las
células que tienen, o pueden desarrollar pluripotencialidad (Looijenga et al,
2003).

Empleando técnicas de inmunohistoquimica, se ha analizado Ila
presencia de POU5F1 en algunos tumores testiculares de células germinales
(TGCT por sus siglas en inglés). La proteina OCT3/4 se ha detectado

consistentemente en el carcinoma in situ, gonadoblastoma, seminomas,
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germinoma, disgerminoma, y carcinoma embrionario, pero no en los diversos

tipos de no seminomas diferenciados (Looijenga et al, 2003).

El gen OCT3/4 codifica para un factor de trascripcion el cual se
encuentra involucrado en el establecimiento de la linea germinal en mamiferos.
La expresion de OCT3/4 regula la pluripotencialidad, diferenciacion de las
células madre embrionarias y es necesaria para la sobrevivencia y migracion
de las células germinales primordiales (Yeom et al, 1996). También se ha
comprobado que la expresion de OCT3/4 disminuye durante la maduracion de
las gonadas masculina y femenina (Honecker et al, 2004; Stoop et al, 2005).
Esto proporciona el primer marcador para identificar células pluripotenciales en
el embrion. En el CISt, la proteina OCT3/4 se encuentra en células germinales
localizadas en la ldmina basal y en el centro de tubos seminiferos y de bajo de
las uniones estrechas entre las células de Sertoli (Martin, 1981). En
consecuencia, la expresion de OCT3/4 después de los 4 meses de edad, se
considera el principal factor de riesgo para la transformacion maligna de las
células germinales primordiales (Looijenga et al, 2003).

g) AP2y

El factor de trascripcion activador de la proteina 2 (AP2 y) es una proteina
involucrada en la sobrevivencia de las células germinales inmaduras (Hoei-
Hansen et al, 2004b; Almstrup et al, 2004). Se expresa en gonocitos y células

germinales neoplasicas, incluyendo células del CISt (Rajpert, 2006).

Pauls et al, (2005), mediante estudios en testiculos humanos fetales
demostré que el AP-2y se expresa desde la semana 12 a la 37 de la gestacién
en gonocitos fetales con los niveles mas altos de expresion entre la semana 12
y 20, incluidos los periodos de gonocitos mitéticos y migratorios,
posteriormente su expresion disminuye progresivamente y no se observa en la
semana 40 (recién nacidos). Estos cambios son paralelos con cambios

similares en la expresion de c-Kit, por lo que propusieron que el AP-2y regula la
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expresion de c-Kit en gonocitos fetales humanos (Yamamoto et al, 1993;
Yasuda et al, 1993).

En un estudio reciente que compara la diferenciacion de células
germinales entre primates y los seres humanos, Mitchell et al (2008) obtuvieron
resultados similares a los de Pauls et al, (2005, 2006) demostrando que el AP-
2y se co-expresa con OCT3/4 y NANOG en gonocitos fetales y disminuye
progresivamente hasta su totalidad, después de 6 meses y 6 semanas de edad

en humanos y primates, respectivamente.

La mayoria de los estudios de AP-2y y NANOG se relacionan con su
uso como marcador de tumor de células germinales, apoyando la hipétesis del
origen del CISt y TGCT a partir de los gonocitos, (Hoei-Hansen et al, 2004;
Pauls et al, 2005; Biermann et al, 2006). Por lo tanto, la expresion de AP-2y se
ha confirmado en gonocitos de primates, abarcando etapas mitéticas,
migratorias, y quiescentes de células germinales, pero queda por confirmar en

gonocitos de roedores (Culty, 2009).

h) NANOG

El NANOG se expresa y es activo en CGP ademas de ser un marcador de
tumores testiculares de células germinales en humanos (Rajpert, 2006). En el
tejido testicular humano NANOG esta presente en PGC y en gonocitos fetales
hasta la semana 20 de gestacion, el ultimo periodo que corresponde a una
etapa de gonocitos mitéticos. Posteriormente, la expresion de NANOG se
conserva s6lo en un pequefio grupo de gonocitos hasta los 3 meses después
del nacimiento, momento en el que la mayoria de las células germinales se
encuentran quiescentes, y estd ausente en los testiculos de nifios y adultos
(Hoei-Hansen et al, 2005; Rajpert, 2006).

La mayoria de los estudios en testiculo se han enfocado en la expresiéon

y funcibn de NANOG en PGCs, y en su uso potencial como marcador de
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tumores testiculares de células germinales en humanos (Rajpert, 2006 y
Yamaguchi et al, 2005), su expresion disminuye a medida que las PGCs se
convierten en residentes en la formacion de los testiculos, cuando los gonocitos
son quiescentes. Varios estudios examinaron la expresion de NANOG en
testiculo fetal humano en comparacion con CISt y TGCT en busca de genes
que podrian proporcionar indicios sobre el origen de estas patologias (Hoei-
Hansen et al, 2005; Kerr et al, 2008; Rajpert, 2006). Estos estudios indicaron
que NANOG esta presente en PGCs humanas y en gonocitos fetales hasta la
semana 20 de gestacion, el ultimo periodo que corresponde a una etapa de
gonocitos mitoticos. Posteriormente, la expresion NANOG se conserva solo en
un pequefio grupo de gonocitos hasta los 3 meses después del nacimiento,
momento en el que la mayoria de las células germinales se encuentran
quiescentes, y esta ausente en los testiculos de nifios y adultos (Hoei-Hansen
et al, 2005; Rajpert, 2006).

Sin embargo, un estudio realizado por Ezeh et al, (2005) informé de la
deteccion de NANOG por inmunotincién positiva en espermatogonias de una
seccion de testiculo normal, sugiriendo que la expresion NANOG podria ser

retenida en un subconjunto de espermatogonias, de adultos (Culty, 2009).

) FA

La FA es una enzima generada por las CGP, que permite su desplazamiento
desde el alantoides hacia las crestas genitales. La presencia de esta enzima
permite identificar este tipo celular, a los gonocitos y a células del CISt (Buehr
et al, 1993). La FA es el marcador mas utilizado en la practica clinica
(Vergouwen et al, 1991), aunque suele tener una funcién biolégica desconocida
en las células del CISt (Gaskell et al, 2004).

La FA tiene tres isoenzimas porque se origina en tres genes diferentes,
una isoenzima de origen placentario, una intestinal y una que se llama no

placentaria/no intestinal (Brandan et al, 2008). La FA sérica tiene varios
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origenes (higado, rifidn, placenta, intestino, huesos, leucocitos), aunque las
fuentes mas importantes son el higado, los huesos y el intestino. Durante el
crecimiento, los niveles séricos son altos debido al aumento de la fraccion
0sea, que traduce la actividad osteoblastica en el hueso. Lo mismo ocurre
durante el embarazo, sobre todo en el tercer trimestre, en donde se detecta

una elevacion de FA de origen placentario (Brannan et al, 1992).

Aunque se sabe que los gonocitos son los precursores de las
espermatogonias, estudios recientes basados en la expresion diferencial del
factor de trascripcion de neuroglia 3 (Ngn3 por sus siglas en inglés) en
gonocitos y espermatogonias de raton, han demostrado que no todos los
gonocitos Ngn3~ se convierten en espermatogonias Ngn3™, y que una fraccion
de los gonocitos directamente se diferencian en espermatogonias Ngn3’,
diferenciacion de las espermatogonias que apoyara la primera fase de la

espermatogénesis (Yoshida et al, 2006).

La segunda fase en el desarrollo de células germinales es el inicio del
ciclo de la espermatogénesis, una sucesion regulada de eventos, que incluyen
la division celular por mitosis y meiosis, y la diferenciacion de procesos
complejos, tales como la espermiogénesis, comenzando con la formacion y
diferenciacion de espermatogonias y terminando con la produccién de
espermatozoides (Russell et al, 1990). En el humano se han descrito tres tipos
de espermatogonias, la A-pélida, la A-oscura y la tipo B (Russell et al, 1990;
Rooij, 2001). La espermatogonia tipo B y posteriores etapas de células
germinales son visibles por primera vez de los 4 a 5 afos de edad en humanos
(Paniagua y Nistal, 1984) y pueden ser encontradas posteriormente durante
toda la vida (Culty, 2009).

Se sugiere que los gonocitos de roedores y humanos comprenden
diferentes etapas sucesivas de desarrollo, que se describen como etapa
mitética (M) y etapa de pro-espermatogonia de transicion (T) que esta a su vez

se subdivide en pro-espermatogonia T1 y T2 (Fukuda et al, 1975; Wartenberg,

24



DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

1976; Hilscher, 1991; Vergouwen et al, 1991). Varios investigadores
observaron que en humanos las pre/pro-espermatogonias M, T1 y T2 expresan
diferentes niveles y combinaciones de genes (De Plaen et al, 1999; Aubry et al,
2001).De hecho, algunos estudios como el de Pagano et al (2000) basados en
el indice mitdtico, comportamiento migratorio y perfiles de genes han
demostrado que las células germinales no estan sincronizadas dentro de cada
periodo de desarrollo, sino que hay una superposicion de las subpoblaciones,
que corresponde a la presencia de las células germinales quiescentes y células
germinales mitéticas, asi como células que se ubican tanto en la periferia y en

el centro de los cordones (Culty, 2009).

En la figura 6 se ilustran las similitudes existentes entre las etapas
sucesivas mitéticas y quiescentes o de reposo, de roedores y subpoblaciones
de gonocitos humanos, que se extienden desde los 13 dias post coito (dpc) a
cinco dias después del parto en roedores, y de 7 semanas de gestacion a la

semana 8 después del parto en humanos (Culty, 2009).

La identificacién de genes relacionados con la troncalidad en las células
embrionarias surgioé en los afios noventa, tras el establecimiento de lineas de
células pluripotentes de embriones de raton, donde se establecieron las
condiciones necesarias para perpetuar y mantener estas células. (Evans y
Kaufman, 1981; Martin, 1981).
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Figura 6. Representacion esquemética de las lineas de tiempo para el desarrollo de los
gonocitos en ratones, ratas y humanos. La caja en la linea del humano indica el periodo en que
ocurre un cambio progresivo en la expresién de los genes OCT3/4 y MAGE-A4 durante las
semanas 19 y 25 de la gestacion (Culty, 2009).

La disponibilidad de las células stem embrionarias (CSE) y el carcinoma
embrionario (CE) han permitido la determinacion de los principales
mecanismos moleculares y celulares que regulan el proceso de diferenciaciéon
de los gonocitos (Jakob, 1984; Rossant y Papaioannou, 1984). La posterior
comparacion de los perfiles de expresion genética entre estas lineas celulares
llevé a la identificacion de un grupo de genes considerados como marcadores
de células madre embrionarias pluripotentes como son: Thy-1 (CD90), c-Kit
(CD117) (Ling y Neben, 1997), podocalixina, una sialomucina relacionada con
CD34 reconocidos por los anticuerpos TRA-1-60 y TRA-1-81 (Andrews et al,
1984; Schopperle y Dewolf, 2007) y los factores de trascripcion OCT3/4,
NANOG, SOX2, STELLAR, el TGF relacionado con el factor de crecimiento y el
factor de diferenciacion 3 (GDF3), y la proteina de union RNA-DAZL, mas
identificada en células stem pluripotentes asi como en CGP de mamiferos y/o
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células tumorales germinales humanas (Nichols et al, 1998; Yen, 2004; Ezeh et
al, 2005; Clark, 2007; Kerr et al, 2008). Oct4/3 se ha convertido en uno de los
indicadores principales que se utilizan para identificar CGP y gonocitos (Zhao y
Garbers, 2002).

Otro marcador de células pluripotentes que se estudia a menudo
conjuntamente con OCT3/4 y/o NANOG es el factor de transcripcion SOX2 que
en ratones se ha demostrado se requiere para la formacion de CSE. Sox2
también se ha descrito en CGP de ratén (Perret et al, 2008; Occidental et al,
2005).

STELLAR es uno de varios genes, junto con NANOG, GDF3, Ciclina D2
(CCND2), y K-Ras, ubicado en el cromosoma 12p, en el humano, un éarea
implicada con el CISty el TGCT a través de la amplificacion gendémica (Rajpert,
2006). El RNAmM STELLAR esta presente en la poblacion de células germinales
de testiculos fetales (semanas de gestacion 20-29), que corresponde a la etapa
de prespermatogonias quiescentes (Culty, 2009).

Varios genes han sido identificados como marcadores de células
germinales, incluyendo DAZL y VASA (Mvh en ratén), dos genes que
interactan con el RNA que es necesario para el desarrollo de células
germinales en ratones machos, esto teniendo en cuenta la importante funcion
desempefiada por el procesamiento del ARN durante la espermatogénesis
(Foucault, 2002), se ha demostrado que DAZL se expresa desde CGP hasta

etapas de espermatocitos tanto en ratones y humanos (Culty, 2009).

VASA es una proteina citosélica en humanos, se ha demostrado estar
fuertemente expresada desde la fase migratoria de las CGP a etapas de
espermatocitos, mientras que posteriormente soOlo esta presente en niveles

bajos en espermatidas (Castrillon et al, 2000).
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La supervivencia de gonocitos parece depender no sélo de factores
paracrinos y autécrinos, sino también de la posicidn intra-tubular de las células
en determinados periodos del desarrollo. El fracaso de la migraciéon de
gonocitos hacia la membrana basal se ha asociado con la induccién de la
apoptosis (Sinha y Swerdloff, 1999; Tres y Kierszenbaum, 2005). Asi, los
factores a favor de la sobrevivencia son importantes pero no suficientes para
asegurar al gonocito. Es posible que las células de Sertoli se programen a
través de su propia secuencia de desarrollo a nivel local para secretar factores
pro-apoptéticos después del quinto dia post parto, y que el gonocito que logre
reubicarse a la membrana basal escape de estas sefiales, o, alternativamente,
durante su diferenciacion en la membrana basal, los gonocitos podrian

evolucionar para dejar de responder a las sefales apoptéticas (Culty, 2009).

Entre los principales factores pro-apoptoéticos en las células germinales
estan el TGFBs, que pertenecen a la superfamilia de citoquinas TGFB, que
incluye las proteinas morfogenéticas 6seas también, activinas, inhibinas y MIS
(Loveland et al, 2007).

Una vez que se llevaron al cabo los procesos de diferenciacion y
proliferacion de células testiculares postnatales el testiculo entra en un periodo
quiescente hasta que en la pubertad es activado bajo la participacion de
diferentes factores internos y externos, para dar inicio a la espermatogénesis.

Cuando el o los testiculos no descienden adecuadamente se presenta la

criptorquidia, dando como resultado células germinales indiferenciadas
afectando el proceso normal de la espermatogénesis.

1.5 CRIPTORQUIDIA
El término criptorquidia se deriva de los vocablos griegos "kryptos" que significa
oculto y "orchis" que significa testiculo (Kurpisz et al, 2010). Criptorquidia

(testiculo no descendido, testiculo retenido o testiculo mal descendido) es una
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condiciéon anormal del testiculo, que hace referencia a la ausencia del testiculo
en el escroto, estando situado en algun punto de su trayecto normal de
descenso (Pomero y Arrondo, 1994; Ayala, 1995). Se ha propuesto que la
criptorquidia forma parte del "sindrome de disgenesia testicular" (TDS, por sus
siglas en inglés), que también incluye patologias como hipospadias, reduccién

de la calidad del semen y el cancer testicular (Virtanen et al, 2007).

La criptorquidia puede presentarse como un trastorno aislado en nifios sanos,
pero también puede ser parte de trastornos genéticos, endocrinos o

anatomicos (Virtanen et al, 2007).

1.5.1 INCIDENCIA Y CLASIFICACION

La frecuencia de la criptorquidia puede variar en las diferentes poblaciones, sin
embargo a nivel mundial oscila entre un 2% al 4% de los varones nacidos vivos
(Hutson et al, 2010). En nifios prematuros se incrementa hasta el 30%. Estas
cifras disminuyen del 1% a 2% durante los 3 primeros meses de vida postnatal
debido al descenso espontaneo, causado por la transitoria activacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-testiculo que ocasiona el incremento en la concentracion
de hormonas esteroidogénicas, que son importantes para concluir el descenso
testicular (Hutson y Clarke, 2007; Bay et al, 2011). Cabe mencionar que en
México, no se tienen datos epidemiolégicos que nos orienten sobre la

incidencia de la criptorquidia.

La criptorquidia puede afectar uno o ambos testiculos, aunque lo mas
frecuente es la criptorquidia unilateral, en un 70% aproximadamente. El
descenso espontaneo de estos testiculos ocurre en un 50 a 70 % de los casos,
usualmente en los primeros tres meses de vida (Spencer y Gonzalez, 2003). Es
poco probable el descenso espontaneo de los testiculos ubicados en el tercio
superior del canal inguinal y aquellos asociados a bolsas escrotales
hipoplasicas (Grupo JRHCS, 1986).
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Una vez definida clinicamente la criptorquidia, se puede clasificar de
acuerdo a la ubicacion del testiculo en el canal inguinal. Cuando el testiculo
esta ubicado en el tercio inferior del canal inguinal corresponde a criptorquidia
grado |, cuando se encuentra en el tercio medio es grado Il y en el tercio
superior es grado lll. Si el testiculo no se palpa a nivel inguinal se considera

una criptorquidia intra-abdominal o grado IV (Gomez, 2004) (fig. 7).

Figura 7: Esquema que muestra la posicién del testiculo criptorquidico (Modificado de Bay et

al, 2011), en donde se observa el testiculo desde grado | a IV.

1.5.2 ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

El establecimiento de un eje-hipotdlamo-hipdfisis-gbnada anatémica y
funcionalmente es necesario para que se lleve a cabo el descenso testicular
normal. Este mecanismo de descenso requiere de la compleja interaccion tanto
de factores enddcrinos u hormonales, mecéanicos y anatémicos, por lo que las
causas de la criptorquidia pueden ser variables (Hutson y Donahue, 1986;
Elder, 1988; Cortes, 1998).

1.5.3 FACTORES ENDOCRINOS

Se cree que las causas mas comunes del criptorquidismo se pueden deber a
defectos en la secrecion prenatal de andrégenos y/o deficiencias en la
estimulacion de las gonadotropinas hipofisiarias, o su baja produccion (Hutson
y Donahue, 1986). Aunque actualmente se ha demostrado que existen algunas

deficiencias de andrégenos que provocan una funcién anormal del NGF y como

30



DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

consecuencia una falla en la migracion del gubernaculo (Hutson et al, 1997;
Cortes, 1998). Asi mismo se han reconocido patologias enddcrinas, tales como
defectos en la sintesis de testosterona y MIS o en la funcion de sus receptores,
causando criptorquidismo (Ayala, 1995; Cortes, 1998; Chrisstiansen et al,
2002).

La relacién que se establece entre la placenta y la gbnada parece ser
también muy importante y se ha demostrado que el mal funcionamiento de la
placenta esta relacionada con la disminucion en la secrecion de gonadotropina
coriénica humana (hCG por sus siglas en inglés), la cual es una hormona
producida durante el embarazo por el embrion en desarrollo después de la
concepcion y posteriormente por el sincitiotrofoblasto (parte de la placenta). La
hCG también es producida en la glandula pituitaria de los hombres y mujeres
de todas las edades. Se produce por células trofoblasticas en las mujeres
embarazadas, estimula la maduracién del évulo y en los hombres la produccion
de testosterona en los testiculos. La disminucion de hCG durante el embarazo
que resulta un factor fundamental para el desarrollo de la criptorquidia (Cain et
al, 1994a, b; Husmann y Levy, 1995; Hughes y Acerini, 2008; Virtanen y
Toppari, 2008; Kurpisz et al, 2010).

Ademas, se ha propuesto que los altos niveles de estrogenos maternos
que se producen durante la gestacion son un factor importante para desarrollar
criptorquidia, aunque su papel dentro del proceso de descenso testicular no ha
sido descrito en su totalidad, sin embargo se sabe que inhiben la produccién de
INSL3, que se considera un punto clave de inicio en el proceso del descenso
testicular (Depue et al, 1983; Hadziselimovic et al, 2000; Virtanen y Toppari,
2008; Foresta et al, 2008).

Se ha surgiendo que los factores ambientales también pueden jugar un
papel en el aumento del riesgo de criptorquidia en los seres humanos. La
exposicion a factores ambientales, es decir, a compuestos organoclorados

persistentes, ftalatos monoésteres y el tabaquismo, se han vinculado a los
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efectos adversos en el desarrollo reproductivo infantil. La diabetes materna,
incluyendo la diabetes gestacional, también parece ser un factor de riesgo para

el desarrollo de la criptorquidia (Virtanen et al, 2007).

La relacién entre la criptorquidia, hipospadias y los factores ambientales-
xenoestrogenos, ha sido examinada y los resultados apoyan la hipétesis de
que el medio ambiente puede afectar la diferenciacidon sexual masculina en
humanos. Se sabe que el descenso testicular depende de una relacion
equilibrada de hormonas esteroidogénicas (androgenos), por lo tanto es muy
sensible a la alteracion de los estrogenos exdgenos (Fernandez et al, 2007 y
Wang et al, 2007). Los xenoestrégenos pueden provocar un desequilibrio
hormonal lo que lleva a una maduracion inadecuada de las células de Sertoli y
de las células de Leydig. Sin embargo, algunos autores, no han encontrado
alguna asociaciéon entre la criptorquidia y la exposicion materna a los
xenoestrogenos (o pesticidas) durante el embarazo (Fernandez et al, 2007). La
criptorquidia puede estar asociada con un haplotipo especifico del gen receptor
de estrogeno alfa. Se ha propuesto que la homocigosis para este haplotipo
podria aumentar la susceptibilidad a los efectos de los disruptores endocrinos

ambientales de origen estrogénico (Virtanen y Toppari, 2008).

1.5.4 FACTORES ANATOMICOS

Entre los factores anatomicos que podrian afectar el descenso testicular se
encuentra la presion de la cavidad abdominal, que es muy importante sobre
todo a nivel del canal inguinal, ya que en recién nacidos o lactantes con
alteraciones de la musculatura abdominal, hernias umbilicales y otros procesos,
que tienden a disminuir la presion intraabdominal, se presenta con elevada
frecuencia el testiculo ubicado en el orificio inguinal interno, no encontrandose
ninguna otra causa que haya impedido el descenso. También uno de los
sindromes asociados a la presencia de criptorquidia es el sindrome de Prunne-
Belly o también llamado “ciruela pasa”, que se caracteriza por una debilidad de

la musculatura abdominal (Husmann y Levy, 1995).
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También se ha propuesto como factor mecanico, el desarrollo anormal
del gubernaculo o alteraciones en la inervacion del nervio genitofemoral o en
otras estructuras asociadas al descenso, asi como las hernias inguinales, que

resultan de un cierre incompleto del proceso vaginal (Berkowitz et al, 1995).

1.5.5 FACTORES GENETICOS

La criptorquidia es un padecimiento multifactorial en el cual existen
evidencias que sostienen la presencia de factores genéticos asociados a la
criptorquidia, como multiples genes que intervienen en el proceso de descenso
testicular (Ashley et al, 2010). Se ha observado en muchas ocasiones que
personas que presentan criptorquidia unilateral, el testiculo contralateral
(normalmente descendido) presenta malignidad (Foresta et al, 2008; Massart y
Saggese, 2010). Dichos hallazgos sugieren que la criptorquidia puede ser

considerada fundamentalmente como un signo de una alteracion congénita.

La criptorquidia frecuentemente se presenta como un Signo o0 un
componente comun de cerca de 250 sindromes gue se encuentran asociados
con aberraciones cromosémicas, muchos casos involucran cromosomas
sexuales, sin embargo también se pueden presentar alteraciones en
cromosomas autosémicos. Por otra parte en un gran ndmero de pacientes con
criptorquidia, esta malformacién aparece como un rasgo aislado, sin la
asociacidon a ningun sindrome, la presencia de la criptorquidia en esta
condicién es conocida como criptorquidia idiopatica o no sindromética (Foresta
et al, 2008; Massart y Saggese, 2010).

Por otro lado, la criptorquidia bilateral es la mas frecuentemente
asociada con alteraciones cromosémicas (5%) en comparacion con la forma

unilateral (3%) (Foresta et al, 2008; Massart y Saggese, 2010).

33



DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

Las anomalias cromosOmicas frecuentemente asociadas a la
criptorquidia son las relacionadas con cromosomas sexuales, dando lugar a
sindromes que se caracterizan por defectos en la funcion hipotalamica y/o
hipofisiaria, ocasionando alteraciones en la produccion de gonadotropinas, en
la sintesis de andrégenos o en la accion androgénica, que son claves para el
proceso de descenso testicular (Hadziselimovic et al, 1987, Foresta et al,
2008).

En afos recientes, se ha dado particular atenciébn a algunos genes
involucrados en el proceso de descenso testicular, especialmente en el
desarrollo gubernacular. Muchos de estos genes denominados morfogenéticos
tales como: el INSL3 y el RXFP2 que en realidad es el receptor de INSL3,
ambos genes traducen proteinas que actian como sistema ligando/receptor y
juntos participan en la regulacion del descenso testicular. Otro gen importante
involucrado en el descenso testicular es HOXA10 que codifica a una proteina
que interviene sobre todo en el desarrollo embrionario, regula factores de
transcripcion especificos y controla el crecimiento y diferenciacion de células
gubernaculares (Foresta et al, 2008; Massart y Saggese et al, 2010). Estos
genes hasta la fecha han sido estudiados en diferentes poblaciones distintas a

la poblacion mexicana.

1.5.6 EFECTOS A LARGO PLAZO

Los hombres con historia clinica de criptorquidia uni o bilateral tienen
alteraciones en la calidad del semen, disminuyen la concentracion y la
motilidad ademas de que se altera la espermatogénesis, lo cual compromete la
fertiidad. Se reporta que la poblacion en general muestra una tasa de
paternidad del 85% y en los varones con criptorquidia unilateral sometidos a
orquidopexia ésta es del 65-80% y se reduce al 50-60 % en aquellos

sometidos a orquidopexia bilateral (Yturriaga y Pérez, 2002).

En los nifios con criptorquidismo la produccién de gonadotropinas es

deficiente; provocando anormalidades en la maduracion de las células
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germinales y en la funcion endécrina del testiculo culminando con esterilidad.
Las células de Leydig no proliferan y por consiguiente no se presenta la oleada
de testosterona que llevaria a la maduracién de las células germinales (Ozen et
al, 1989; Ring et al, 1990; Rosansky y Bloom, 1995).

En biopsias testiculares realizadas a nifios criptorquidicos se ha
observado una disminucion en el nimero de células de Leydig, retraso tanto en
la diferenciacion de gonocitos como en la aparicion de espermatogonias
oscuras, fallas en el desarrollo de espermatocitos primarios y un bajo numero
de células germinales (Setchell et al, 2001, 2002). La degeneracion secundaria
de los testiculos criptorquidicos esta relacionada con la elevacion de la
temperatura (35 a 37°C). La esteroidogénesis comienza a tener trastornos a los
pocos meses del nacimiento (O"Shaughness et al, 2007; Steinberger, 1991).

La diferencia de temperatura entre el lecho escrotal y la cavidad
abdominal es de un grado centigrado. En estudios experimentales se ha
observado que ese aumento de temperatura puede alterar el desarrollo del
testiculo, especificamente el diametro tubular, el cual depende principalmente

de la maduracién de las células de Sertoli (Nistal y Paniagua, 2003).

Todos los pacientes con criptorquidia tienen un proceso vaginal abierto
que favorece el desarrollo de una hernia indirecta y su presencia indica que se
debe efectuar orquidopexia. El testiculo criptorquidico tiene mayor peligro de
torsion del cordon y de sus apéndices que un testiculo normal. La aparicion de
un tumor de células germinales en un nifio con criptorquidia es muy probable,
pero el periodo latente para su desarrollo es de mas de 20 afios. En el adulto,
las probabilidades de que ocurra malignizacion son de 7 a 10 veces mas para
un testiculo criptorquidico que para uno normal (Ayala, 1995; Taskinen y
Wikstrom, 1997; Shin et al, 1997).

El riesgo de malignidad en el testiculo con criptorquidia se incrementa

entre 5-10 % sobre la poblacion normal (Pinczowski et al, 1991). El desarrollo
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tumoral es mas frecuente en los testiculos que han permanecido mas tiempo
fuera de la bolsa escrotal. Sin embargo, no estd demostrado que la
intervencidn precoz reduzca el riesgo degenerativo aunque un testiculo
descendido hasta la bolsa escrotal es mas facil de evaluar y se puede detectar
tempranamente una alteracion estructural (Swedlow et al, 1997).

1.6 CANCER TESTICULAR

La mayoria de los tumores testiculares derivan de las células germinales. En
menor numero se pueden observar tumores de células somaticas, conocidas
como tumores de cordon-estromal sexual y tumores de células de Leydig
(Hoei-Hansen et al, 2005).

Los estudios de Skakkebaek et al, han establecido que la mayoria (mas
del 95%) de los tumores testiculares de células germinales (TGCTs por sus
siglas en inglés) surgen de células germinales intratubulares malignas que se
caracterizan por ser morfolégicamente distintas (Skakkebaek et al, 1987). Estos
trabajos apoyan una via comun para los diferentes tipos morfolégicos de
tumores de células germinales y reafirman el abordaje a la nomenclatura de la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud).

Méas del 95% de los tumores testiculares son de origen de células
germinales y se pueden dividir en dos tipos principales: seminomas y no
seminomas. Este Ultimo tipo puede albergar uno o varios componentes,
incluyendo el carcinoma embrionario, teratoma, poliembrioma, coriocarcinoma

o tumor del saco vitelino (tabla 1), (Ulbrigh et al, 1999).
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TABLA 1. Clasificacion del tumor de células germinales

Lesiones precursoras
+** Neoplasia de células germinales intratubular

++ Tipo no clasificado (Carcinoma in situ)

Seminoma
+* Seminoma
+* Seminoma con células sincitiotrofoblasticas

+* Seminoma espermatocitico

No seminoma

*

%+ Carcinoma embrional

L)

+* Tumor de saco vitelino

>

** Tumores trofoblasticos

L)

e Coriocarcinoma monofasico
e Tumor trofoblastico placentario
e Tumor trofoblastico cistico
« Teratoma
e Cistico dermoide
e Cistico epidermoide

e Teratoma monodermal (carcinoide, tumor
neuroectodermal primitivo (PNET), tumor ligado a
nefroblastoma, otros).

e Teratoma tipo somatico-maligno
+» Tumores de mas de un tipo histolégico (forma mixta)
e Carcinoma embrional y teratoma
e Teratomay seminoma
e Coriocarcinoma, teratoma y carcinoma embrionario

e otros

Tabla 1: Clasificacion de tumores de células germinales, segun la OMS (Modificado de Winter y
Alberts, 2011).
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Los tumores de células germinales del testiculo y la gbnada disgénica se
han encontrado en gonadas de pacientes con alteraciones en la diferenciacion
sexual que desarrollan seminoma (Russell et al, 1990). El desarrollo de este
tumor invasivo siempre precede a una lesion neoplasica in situ conocida como
neoplasia de células germinales intratubular no clasificable (ITGNU por sus
siglas en inglés), comunmente conocida como CISt (Cools et al, 2006;

Looijenga et al, 2007).

Practicamente todos los TGCT se cree proceden de un precursor
comun, el CISt (Skakkebaek, 1972), con la excepcion de los raros seminomas
espermatociticos que se presentan en hombres de edad avanzada, y los
tumores infantiles (tumores del saco vitelino y teratoma maduro). En la
actualidad, muy pocos pacientes son diagnosticados con CISt, a pesar de que
éste casi invariablemente, se convierte en un cancer testicular (Hoei-Hansen et
al, 2011).

1.6.1 CISt

Se ha propuesto a los gonocitos como los responsables del desarrollo de esta
patologia (Risk y Masterson, 2010), y se cree que pueden mantenerse como
pluripotenciales, expresando proteinas de células indiferenciadas, que
coinciden con marcadores del CISt (Rajpert, 2006, Risk y Masterson, 2010).
También se ha demostrado que la cromatina de las células de CISt tienen una
estructura similar a la de los gonocitos fetales lo cual se asocia con una alta
actividad proliferativa y transcripcional, procesos necesarios para una

transformacion neoplasica (Almstrup et al, 2010).

Las células del CISt son células grandes con nucléolos, que en un
patrén tipico se encuentran en una sola fila en la membrana basal engrosada
de los tubulos seminiferos, y que han reducido su diametro (Fig. 8) (Sigg y

Hedinger, 1984). La suposicion de que las células del CISt son las precursoras
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del TGCT es apoyada por la observacion frecuente de células del CISt en el
parénquima testicular que rodean al cancer invasivo, asi como el desarrollo de
TGCT invasivo en pacientes en los que el CISt ha sido diagnosticado

anteriormente (Hoei-Hansen et al, 2011).

Figura 8: Histologia del CIS (A, B) Seccidén de una biopsia de testiculo que contiene tubos
seminiferos con abundantes células caracteristicas del CISt. Células de Sertoli (S),
hematoxilina-eosina (Modificado de Hoei-Hansen et al, 2011).

El parénquima testicular con CISt es frecuentemente atréfico y puede
contener signos de disgenesia tubular completamente indiferenciado, la
espermatogénesis pobre y microlitiasis (microcalcificaciones), (Hoei-Hansen et
al, 2003). Los testiculos prepuberales ocasionalmente pueden albergar células
CIS en pequefias cantidades y su morfologia no solo se parece a las células
del CISt para adultos, sino también a gonocitos infantiles en muchos aspectos,
por lo que el CISt prepuberal puede ser dificil de diagnosticar (Muller et al,
1984). Las células del CISt permanecen en reposo durante la infancia, seguida
de la proliferacion en la pubertad, probablemente debido a la estimulacion
hormonal (Hoei-Hansen et al, 2011).

Se propone gque el inicio de la transformacién maligna se lleva a cabo en
el atero durante el desarrollo temprano de las células madre de la linea
germinal y la célula responsable sea probablemente un gonocito. Esta hip6tesis
se basa inicialmente en la semejanza morfolégica entre las células del CISt y
los gonocitos (Skakkebaek et al, 1987 y Nielsen et al, 1974), con estudios

posteriores se ha demostrado una superposicion de algunos patrones de
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expresion de varias proteinas entre los gonocitos fetales y las células del CISt,
como son el c-Kit (Jorgensen et al, 1995), OCT3/4 (Rajpert et al, 2004)y AP-2y
(Hoei-Hansen et al, 2004), que no son detectables en los testiculos adultos
(Hoei-Hansen et al, 2011).

1.6.2 ETIOLOGIA DEL SEMINOMA

Los seminomas son generalmente compuestos por células uniformes
dispuestas en hojas o divididas en grupos o columnas, por trabéculas fibrosas
bien asociadas con un infiltrado linfocitario, que puede ser denso, con
formacion de foliculos. Los seminomas por lo general eliminan la arquitectura
testicular pero los patrones de otros factores de crecimiento incluyen: invasion
intersticial (o microinvasion) en un pequefio tumor insuficiente para producir
una masa palpable o macroscépica o en el borde de un tumor de gran tamafio

y la infiltracién intratubular (fig. 9) (Osmuro, 2004).

Fig 9: Estructura anatomica e histoldgica del seminoma, en donde se observa atrofia testicular
propia del seminoma en tejido testicular (Osmuro, 2004).

Los factores de riesgo maternos para el desarrollo de tumores
testiculares de células germinales son la edad de la madre durante el
embarazo, el tabaquismo materno, niveles elevados de estrogeno de la madre
que pueden tener un papel importante en la patogénesis del cancer testicular
(McGlynn et al, 2008). Ciertas alteraciones genéticas también pueden
predisponer a los individuos para el desarrollo de tumores testiculares de
células germinales. Varios estudios han demostrado que los tumores
testiculares de células germinales se caracterizan por una alteracion del brazo

corto del cromosoma 12 y que esta alteracion genética se encuentra en casi
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todos los pacientes con tumores testiculares de células germinales (Korkola et
al, 2009 y Korkola, 2009).

Las investigaciones clinicas y bésicas han proporcionado conocimientos
sobre aspectos basicos y clinicos del CISt y su desarrollo a seminoma,
permitiendo su diagndéstico temprano en base a examenes clinicos completos

en combinacion con la ecografia y biopsia testicular (Hoei-Hansen et al, 2011).

En los hombres adultos con antecedentes de criptorquidia, la prevalencia
del CISt es 2-4% (Giwercman et al, 1989), que corresponde bien con la
incidencia conocida de TGCT en este grupo. Hay un mayor riesgo de CISt en
pacientes con criptorquidia, independientemente de la edad de la orquidopexia
quirargica (Hoei-Hansen et al, 2011).

Debido a que el desarrollo de tumores germinales se relaciona a eventos
durante la gonadogénesis fetal, se piensa que la célula germinal maligna es la
contraparte de la célula germinal primordial o gonocito. Algunos marcadores
inmunohistoquimicos expresados por células germinales primordiales en
etapas tempranas del desarrollo, pueden ser usadas para el diagnéstico de los
TGCT (Osterhuis et al, 2005). Estos marcadores tumorales incluyen; OCT3/4,
c-Kit y FA (Looijenga et al, 2003; Jong et al, 2005).

El hallazgo de la expresion del OCT3/4 en CISt/seminoma ha dado
crédito a la hipétesis de que estos tumores de células germinales son resultado
de una falla en la diferenciacion de las PGCs a los gonocitos., una hipétesis
basada originalmente en la similitud morfoldgica entre células
fetales/neonatales y las células tumorales germinales (Almstrup et al, 2004;.
Kristensen et al, 2008.).

Se ha propuesto a los gonocitos como los responsables del desarrollo
del CIS (Risk y Masterson, 2010), y se cree que pueden mantenerse como

pluripotenciales, expresando proteinas de células indiferenciadas tales como:
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OCT3/4 (Rajpert et al, 2004), c-Kit (Jorgensen et al, 1995), AP-2y, NANOG vy
FA (Hoei-Hansen et al, 2004b), que coinciden con marcadores del CISt
(Rajpert, 2006, Risk y Masterson, 2010). En la tabla 2 se describen las

proteinas de pluripotencialidad y marcadores del CISt.

Proteinas que se expresan en gonocitos y células del CISt

Proteina/ antigeno ESC PGC  Conocitos Sp-gomia Sp-cytes Sp-hds CIS SEM N-SEM SpSEM
(gen) -

EC TER
NANOG + + + . g L.
OCT3/4 (POUSF) + + + . _ _ i % 5 _ _
AP-2y(TFAP2C) + + + - _ - i " i 1 _
TRA-1-60 | | Ve - _ _ o - _ _
PLAP (ALPL) - + + _ _ _ + i - _ _
M3A (PDPN) ? + + = s = + i+ s s .
KIT + + +— —+ - L + + 2= s i
DA7ZI1 ? + + += + o 3 L - »
VASA ? - - i + 5 i "’ - ~ A
Hiwi i + + + P i + i _ ¥ 9
TSPY ? ? + + - = g = - = a2
Cyclin D2 (CCND2) ? ? + = xe = e o ) s s
MAGE-A4 ? - + 3 +- = +H— + e i +
NY-ES0-1 ? = + + + - i _ _ _ e

EC, Carcinoma embrionario; ESCs, Células stem embrionarias; N-SEM, no-seminoma; PGC, Células germinales primordiales;
SEM, seminoma; Sp-cytes, espermatocitos; Sp-espermatogonia; SpSEM, seminoma espermatocitico; Sp-tids, espermatidas; TER,
teratoma.

Una fuerte expresion se caracteriza por +, una expresion heterogénea por +/-. Un signo menos significa que una
proteina no es detectable por inmunohistoquimica, pero pueden estar presentes en un tipo de célula en cantidades
extremadamente bajas y el gen puede ser altamente expresado en el nivel de ARN, Un signo de interrogacion
significa que no hay informacion sobre la presencia de proteinas.

Tabla 2: Lista de las proteinas, que se expresan en células del CISt, expresion en células
germinales normales humanas masculinas durante su diferenciacion y maduracion, en relacion
a la expresién en células germinales de tumores testiculares (Modificado de Rajpert, 2006).
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2. JUSTIFICACION

La criptorquidia es el defecto congénito al nacimiento mas frecuente en
humanos, En México, hasta la fecha, no se cuenta con datos epidemiol6gicos
sobre la criptorquidia, pero se estima, en base a estadisticas, que la frecuencia
oscile entre 10 y 20,000 casos nuevos de criptorquidia al afio (comunicacion
personal), lo que constituye una cifra alarmante, sobre todo considerando que
este padecimiento tiene una gran repercusion en la salud reproductiva del
varon en estado adulto y ademés es considerada una de las causas de
presentar cancer testicular ya que incrementa el riesgo de desarrollar CISt, el

precursor del seminoma.

Se ha propuesto al gonocito como el responsable del desarrollo del CISt, ya
que ambos, gonocitos y CISt, coinciden en expresar proteinas de
pluripotencialidad. Se menciona que los gonocitos se mantienen
indiferenciados en los pacientes con criptorquidia, lo cual los hace susceptibles
a la malignidad. Aunando a este hecho, la falta de diferenciacién en la ventana
de tiempo, genera la ausencia de espermatogonias que repercute en la

fertilidad en estado adulto.

Con base en estos antecedentes, resulta importante el determinar la presencia
de estas proteinas de pluripotencialidad e indiferenciacion (OCT3/4, c-Kity FA)
en tejidos testiculares de pacientes con criptorquidia, que participan y estimulan
el desarrollo del CISt y posteriormente un seminoma. Estos conocimientos
aportarian mas elementos para entender mejor la etiologia y la fisiopatologia de
la enfermedad, con esto probablemente, en un futuro, se logrard diagnosticar
tempranamente dicha patologia y reducir el riesgo de desarrollar cancer

testicular e infertilidad.
Es importante destacar que este proyecto se apega a una de las lineas
prioritarias de investigacion de nuestro Instituto denominada “salud

reproductiva” y “Cancer en el nifio y el adolescente”, Dado el impacto en la
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salud del varon, el cancer testicular, recientemente se incorporo en la cobertura

del Seguro Popular en nuestro pais.

3. HIPOTESIS

e Los gonocitos de nifilos con criptorquidia no se diferencian y siguen

expresando factores de pluripotencialidad (OCT3/4, c-Kity FA).

4. OBJETIVO GENERAL

* Analizar si en pacientes con criptorquidia los gonocitos conservan su

pluripotencialidad y no se diferencian.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Detectar por inmunohistoquimica la presencia de proteinas de
pluripotencialidad (OCT3/4, c-Kity FA) durante y después del periodo de

diferenciacion de los gonocitos en nifios y jovenes con criptorquidia.

* Correlacionar los resultados inmunohistoquimicos con, la morfometria e
histopatologia de los tejidos de pacientes con criptorquidia, para
correlacionar las alteraciones morfologicas e histopatolégicas con la

expresion de marcadores de pluripotencialidad e indiferenciacion.
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6. MATERIAL Y METODOS

UBICACION DEL ESTUDIO

Se realiz6 en el laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la torre de
investigacion “Dr. Joaquin Cravioto” y en el Departamento de Patologia del

Instituto Nacional de Pediatria.

6.1 Consideraciones éticas

Las muestras de los pacientes se obtuvieron del archivo del
Departamento de Patologia y se manejaron respetando la confidencialidad de
los mismos. Los tejidos Unicamente se emplearon para los fines del presente

trabajo.

Se revisaron 1500 expedientes procedentes del archivo del Departamento De
Patologia del Instituto Nacional de Pediatria, considerando los siguientes

criterios.

6.2 Criterios de inclusiéon: Se incluyo todo tejido testicular de nifios y
jévenes con criptorquidia con presencia de células germinales y controles sin
patologia testicular aparente, a término, desde recién nacidos hasta los 18

anos.

6.3 Criterios de exclusion: se elimind todo tejido testicular mal fijado o
gque no permitid visualizar la estructura testicular y que fue negativo a
vimentina, un marcador constitutivo celular que permitié evaluar la integridad y

conservacion del tejido.

Para el grupo control se excluy6 todo tejido testicular con alguna de las

patologias incluidas en el anexo I.
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Se seleccionaron 41 biopsias testiculares (pacientes con criptorquidia)
provenientes de nifios y jévenes con criptorquidia bilateral, abdominal e inguinal
y 30 autopsias testiculares de pacientes sin criptorquidia (controles), en este, la
causa de muerte fue ajena a la funcion reproductiva. Se incluy6 a nifios desde

el nacimiento y jovenes hasta los 18 afios de edad.

6.4 Inmunohistoquimica (IHQ)

Antes de realizar la técnica de IHQ para cada proteina (OCT3/4, c-Kit y FA),
cada tejido fue evaluado con vimentina una proteina estructural que nos
permitié6 determinar la preservacion de cada tejido y posteriormente evaluarlo

con cada anticuerpo utilizado.

Para la estandarizacion de la técnica de cada anticuerpo, se
seleccionaron tejidos, controles positivos (testiculo, apéndice y placenta) y
negativos (testiculos). Para el desenmascaramiento o exposicién de epitopes
se emplearon diferentes soluciones de desenmascaramiento. Las diluciones
del anticuerpo primario fueron seleccionadas con base a las recomendadas en

el inserto de cada anticuerpo, empezando de la mas baja a la mas alta.

6.5 Estandarizacion de la técnica

Se incluy6 todo tejido testicular positivo a vimentina y que presentara reaccion
en los diferentes tejidos seleccionados como positivos. En la figura 10, se
observan los controles positivos para cada anticuerpo, vimentina una proteina
fiborosa que forma los filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular,
presenta una reaccion positiva en tejido de apéndice (fig. 10A). El c-Kit marco
la membrana de las células del apéndice (fig. 10B), el OCT3/4 un marcador
nuclear que fue positivo en células germinales en testiculo de un nifio de 21
dias (fig. 10C) y finalmente FA se observa positivo en células de placenta (fig.
10D).
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Figura 10: Controles positivos para cada uno de los anticuerpos utilizados A) Vimentina en
tejido testicular de un paciente de 6 afios de edad; B) c-Kit positivo en tejido de apéndice; C)
OCT3/4 positivo en testiculo de nifio de 21 dias de edad y D) FA positivo en tejido de placenta.
Inmunohistoquimica, 60X.

Se realizaron cortes de 2 ym de grosor y se montaron en portaobjetos
preparados con solucién de poli-l-lisina 0.1% (SIGMA-ALDRICH). El proceso de
recuperacion de antigenos, se realiz6 empleando una solucion de citrato de
sodio 1X (Diva Decloaker, BIOCARE Medical) y de E.D.T.A 1X (EDTA
Decloaker, BIOCARE Medical), ademés de la aplicacion de calor y presion en
la olla de presion de polipropileno de alta densidad/microondas (Microware
Tender Coker, E. U), durante 5 minutos. Para inhibir la peroxidasa, agregamos
solucion de Peroxido de Hidrogeno al 0.9%, durante 5 minutos y se realizaron 3
lavados posteriores con agua destilada, durante 5 minutos cada uno.

Para la determinaciébn inmunohistoquimica de las proteinas de
pluripotencialidad (OCT3/4, c-Kit y FA) empleamos anticuerpos primarios
(Anexo II), incubados durante 40 minutos y continuamos con un sistema de
biotina-estreptavidina/peroxidasa (SBEP), (inmunodetector HRP/DAB, BIOSB)
y biotina-estreptavidina/fosfatasa alcalina (SBEFA), (inmunodetector HRP/FA,
BIOSB) durante 1 hora. Para OCT3/4 después del anticuerpo primario, se
utilizé un sistema de tincidon libre de biotina (Enchanced Polymer-One-Step,
EPOS), (Mach 2 Mouse HRP/Polymer, BIOCARE Medical), para amplificar la
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sefial de la reaccion. Y para hacer evidentes los sitios de union al anticuerpo se

utilizé 3,3 diaminobencidina (DAB) y nueva fucshina.

Posteriormente las laminillas fueron contrastadas con hematoxilinas de Gilll,

deshidratadas, aclaradas y montadas con resina sintética.

6.6 Analisis semicuantitativo

Se observé la inmunoreactividad de los tejidos de cada uno de los anticuerpos
comparado con su respectivo control y se hizo un andlisis semicuantitativo.
Acordamos asignar valores de 0 para aquel tubo con ninguna célula positiva, el
valor de 1 para tubos con 1 a 2 células positivas, el valor de 2 para tubos con 3
a 6 células positivas, el valor de 3 para aquel tubo con 7 a 20 células positivas
y el valor de 4 solo para tejidos con mas de 20 células positivas y que solo

correspondieron a vimentina (figura 11).

la2 3a6 7a20
células + células + células +
Més de 20 células +

Figura 11: Andlisis semicuantitativo, asignacion de valores de 0 a 4 de acuerdo a la cantidad

de células positivas por cordén/tubo seminifero.

6.7 Estadistica descriptiva

El valor que se les dio con respecto a la inmunoreactividad se evalu6é sacando

un promedio (media) por grupo de edad y anticuerpo utilizado.

Los grupos de edades fueron divididos con respecto al desarrollo y madurez

del testiculo. De 0 a 1 afios es una etapa en donde el testiculo esta en
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desarrollo y las poblaciones celulares en constantes divisiones y diferenciacion
(Lacham, 2004), de 2 a 10 afios se defini6 como una etapa de quiescencia, de
11 a 15 afios una etapa en donde se inicia la espermatogénesis y de 16 a 18
afos etapa en la cual la espermatogénesis ya esté bien establecida (Fabre et
al, 2009).

6.8 Anélisis morfométrico

Para la morfometria de los tubos seminiferos se obtuvieron cortes de 5 um de
grosor, teflidas con H-E. Por cada testiculo se observaron de 15 a 20 tubos
seminiferos. Las areas de los tubos seminiferos las obtuvimos con un sistema
de andlisis de imagenes (image-Pro Plus 5.1, USA) evaluando Unicamente

tubos cortados transversalmente.

6.9 Analisis histopatolégico

El analisis histopatolégico se baso en analizar las alteraciones histoldgicas del
epitelio seminifero, considerando principalmente alteraciones evidentes y
propias del testiculo criptorquidico como, grosor de la membrana tubular,
presencia de células atipicas dentro de los tubos seminiferos, microlitiasis,
hipoplasia de células testiculares, espermatogénesis ausente o incompleta y

hemorragia testicular.

De un total de 1500 expedientes revisados, se realizd una seleccién con base a
los criterios de inclusion y de exclusion, asi se obtuvieron 41 tejidos testiculares
de pacientes con diagnostico de criptorquidia y que histologicamente
presentaron células germinales ademas de ser positivos a vimentina y 30
tejidos testiculares de pacientes controles sin ninguna patologia testicular

aparente, nacidos a término y que también fueron positivos a vimentina.
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7. RESULTADOS

7.1 Grupo de 0 al afio de edad

Inmunoreactividad

En este grupo de edad se contd con pacientes controles de 0 a 6 meses de
edad. En estos pacientes la inmunoreactividad para c-Kit, OCT3/4 y FA fue alta
hasta los primeros 6 meses en general. Para los pacientes con criptorquidia se
contd con pacientes solo de 1 afio de edad y en los cuales, la
inmunoreactividad fue positiva a estas proteinas de pluripotencialidad e

indiferenciacion.

Finalmente se pudo observar que en el grupo de pacientes controles la
inmunoreactividad para OCT3/4 y c-Kit fue menor comparado con FA ya que
para OCT3/4 se observaron 6 tejidos testiculares positivos, para c-kit 4 tejidos
con positividad y para FA fueron 9 tejidos testiculares positivos.

En la tabla 3 se muestra la expresion de marcadores de pluripotencialidad

(OCT3/4, c-Kit y FA). Se presenta el promedio (media + error estandar) de la
intensidad de reaccion de cada uno de los grupos y de cada anticuerpo.
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Tabla 3: Expresion de marcadores de pluripotencialidad

MARCADORES

EDAD 0CT3/4 c-Kit FA
(Afios) (Germinal) (Germinal) (Germinal)
1.83+0.16 2.25+0.25 1.88 £ 0.26
CONTROLES 0-1 (6/12) (4/12) (9/12)
0 0 0
2-10 (0/7) (0/7) (0/7)
0 0 0
11-15 (0/3) (0/3) (0/3)
0 0 0
16-18 (0/8) (0/8) (0/8)
15+0.5 1 1.33+0.33
CRIPTORQUIDIA 0-1 (2/5) (2/5) (3/5)
1.4+0.24 3 1.66 £ 0.33
2-10 (5/25) (2/25) (3/25)
2 3 2
11-15 (2/7) (1/7) (2/7)
0 0 0
16-18 (0/4) (0/4) (0/4)

Tabla 3: Se muestra la expresién de marcadores de pluripotencialidad (OCT3/4, c-Kit y FA),
tanto en los grupos control como en los grupos de pacientes con criptorquidia distribuidos en
cuatro grupos de edades. Se presenta el promedio (media * error estandar) de la intensidad de
reaccion de cada uno de los grupos y de cada anticuerpo; entre paréntesis se expresa el
namero de pacientes positivos sobre el nidmero de pacientes totales. Los nimeros rojos
representan los grupos de pacientes mayores al afio de edad que fueron positivos a los
anticuerpos.

OCT3/4

OCT3/4 se expreso con una inmunoreactividad media de 1.83 + 0.16 en 6 de
los 12 testiculos de nifios control, los cuales tenian de 2 a 11 dias de edad y en
los pacientes con criptorquidia disminuyé a 1.5 £ 0.5 en 2 de 5 pacientes (tabla
3), estos dos pacientes fueron de 1 afio de edad. Unos de estos pacientes con
mayor positividad fue el paciente numero 2 (tabla 4) con un valor de
inmunoreactividad igual a 2 y el paciente numero 3 (tabla 4) este paciente con

un valor de inmunoreactividad igual a 1, los cuales se describen a continuacion.
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Paciente numero 2, diagnosticado con criptorquidia unilateral derecha
inguinal y fue tratado quirargicamente retirandole el testiculo izquierdo
completamente (orquiectomia) para su diagnostico histolégico con H&E, del
cual las alteraciones histoldgicas descritas por el patélogo fueron hipoplasia de
células testiculares y ausencia de células neoplasicas testiculares. Paciente
namero 3, fue diagnosticado con criptorquidia unilateral derecha abdominal, fue
tratado quirargicamente realizandole una orquiectomia del testiculo derecho y
su diagndstico histopatolégico mostré fibrosis, atrofia leve del testiculo ademés

de la presencia de calcificaciones (microlitiasis).

La reaccién para OCT3/4 se comportd de forma similar tanto en
pacientes como en los nifios control durante el primer afio de vida, en la figura
12A 'y B, se observa un tejido testicular de un nifio control de 2 meses de edad,
gue presentd células positivas marcando el ndcleo de células germinales que
se ubicaron en su mayoria en el centro de los cordones seminiferos, de tal
manera que a partir de los 4 meses de edad en adelante ya no se present6
inmunoreactividad positiva a esta proteina. Sin embargo en los pacientes, las
células germinales positivas estuvieron localizadas en el centro y cerca de la
lamina basal de los cordones seminiferos, lo cual se observd en un paciente de
1 afio de edad en la figura 12C y D. Las células que fueron positivas
presentaron caracteristicas morfolégicas similares a los gonocitos ya que eran
células grandes y palidas con nucleos redondos y como ya se menciond,
positivo a OCT3/4, ademas de que estas células se ubicaron en su mayoria
hacia el centro de los tubos seminiferos, dicha caracteristica también

condiciona a la célula a ser identificada como gonocito.
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Marcador de pluripotencialidad OCT3/4(EDAD 0 a 1 ANOS)
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Figura 12: Inmunohistoquimica para OCT3/4 de tejidos testiculares de 0 a 1 afios en donde se
observa una clara inmunoreactividad nuclear a OCT3/4. A y B) Tejido testicular de un nifio
control de 2 meses, donde de manera normal se observa una reaccion positiva al anticuerpo,
en el nacleo de células germinales; C y D) Tejido testicular de un paciente con criptorquidia de
1 afio 6 meses, donde se observan células positivas en el centro del tubo seminifero. Las
flechas indican las células positivas y el cuadro sefiala la parte amplificada del tejido.
Inmunohistoquimica 20 y 60X respectivamente.

c-Kit

La inmunoreactividad media para c-Kit fue de 2.25 £ 0.25 en 4 de 12 nifios
control, los cuales tenian 11 dias y 5 meses de edad respectivamente y en los
pacientes 2 de 5 totales fueron positivos con un valor medio de inmunoreaccion
igual a 1 (tabla 3). Estos pacientes positivos fueron, el paciente nimero 2, con
un valor de inmunoreactividad de 2 y el paciente nimero 3 con un valor de
inmunoreactividad igual a 1 de los cuales ya se describieron sus caracteristicas

anteriormente (tabla 4).
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En pacientes controles, se observd la inmunoreactividad para c-Kit
durante los primeros 6 meses y durante el primer afio de edad en pacientes
con criptorquidia. En la figura 13A y B se observa un tejido testicular de un nifio
control de 2 meses de edad, en el cual hay inmunoreactividad citoplasmética
de células germinales ubicadas en el centro y en contacto con la membrana
basal de los cordones seminiferos, de tal manera que a partir de los 4 meses
de edad en adelante ya no se identificaron células con inmunoreactividad
positiva a esta proteina. Pero en el tejido testicular del paciente de 1 afio de
edad (figura 13C y D), se observa una reaccion positiva al anticuerpo, de igual
manera la reaccion positiva a c-Kit permite identificar a las células como
gonocitos, debido a la inmunoreactividad, a la morfologia caracteristica y a la

ubicacion central de dichas células.
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Marcador de plurlpotenC|aI|dad c-Kit (EDAD 0 a1 ANOS)
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Figura 13: Inmunohistoquimica para c-Kit de tejidos testiculares de 0 a 1 afio de edad, en
donde se observa una clara inmunoreactividad citoplasmatica a c-Kit. A y B) Tejido testicular de
un nifio control de 2 meses, en donde de manera normal se observa una reaccion positiva al
anticuerpo; C y D) Tejido testicular de un paciente con criptorquidia de 1 afio 6 meses de edad
en donde se observan células positivas en el centro y periferia de los tubos seminiferos. Las
flechas indican las células positivas. Inmunohistoquimica 20 y 60X respectivamente.

FA

En este grupo, la inmunoreactividad media para los factores de
pluripotencialidad, fue de 1.88 + 0.26 en 9 tejidos de nifilos control de un total
de 12, estos controles tenian entre 2 meses a un afio de edad. En los pacientes
hubo una inmunoreactividad media de 1.33 + 0.33 en 3 tejidos de un total de 5
(tabla 3), estos pacientes tenian 1 afio de edad. En este caso el paciente con
mayor inmunoreactividad fue el paciente nimero 2 con un valor de

inmunoreactividad igual a 2, seguido del paciente nimero 3 con una
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inmunoreactividad igual a 1; de los cuales ya se describieron anteriormente sus
caracteristicas. Ademas del paciente niumero 1, que también presenté un valor

de inmunoreactividad igual a 1. El cual se describe a continuacion.

Paciente numero 1, diagnosticado con criptorquidia bilateral abdominal,
el tratamiento quirdrgico para este paciente fue realizarle una biopsia de un
testiculo y orquidopexia para ambos, el diagndéstico histopatolégico mostro

aplasia de células germinales y atrofia acentuada (tabla 4).

En la figura 14A y B, en el grupo de nifios control, en el tejido testicular
de 2 meses de edad, se logré observar una reaccion positiva a esta enzima en
los seuddpodos de las células germinales que estaban en migracién hacia la
membrana basal, de tal manera que a partir de los 4 meses de edad en
adelante ya no se presentd inmunoreactividad positiva a esta proteina. Sin
embargo, tanto en pacientes como en nifios control, FA se expreso durante el
primer afio de edad en el citoplasma de estas células germinales, en el tejido
testicular de un paciente de 1 afio de edad se observaron células ubicadas
principalmente en el centro del cordon o en células que se encontraban en
proceso de migracion hacia la membrana basal (fig. 14C y D). La expresion de
esta enzima es caracteristica de células germinales y es utilizada por los
gonocitos para migrar hacia la membrana basal, por lo que la expresion de
dicha enzima y la morfologia de las células positivas refieren a estas células

COMOo gonocitos.
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Marcador de indiferenciacion FA (EDAD 0 a 1 ANOS)
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Figura 14: Inmunohistoquimica para FA de tejidos testiculares de 0 a 1 afio de edad, en donde
se observa una clara inmunoreactividad citoplasmatica a FA. A y B) Tejido testicular de un nifio
control de 2 meses de edad, donde de manera normal se observa una reaccién positiva al
anticuerpo, en células ubicadas en el centro de los tubos seminiferos donde claramente se
observan seuddpodos de la misma célula positivos, C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 1 afio 6 meses, donde se observan células positivas en el centro de los tubos
seminiferos. Las flechas indican las células positivas al anticuerpo y el cuadro sefiala la parte
amplificada del tejido. Inmunohistoquimica, 20 y 60X respectivamente.
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Tabla 4: Caracteristicas particulares de pacientes positivos a OCT3/4, FA y c-Kit

Marcadores
Pacientes | Edad Tipo de Tratamiento Alteraciones histoldgicas
(afos) | criptorquidia quirargico OCT3/4 | FA c-Kit
1 1 Bilateral Biopsia y Aplasia de células germinales 0 1
abdominal orquidopexia y atrofia acentuada
2 1 Unilateral Orquiectomia Hipoplasia de células 2 2 2
derecha testiculares y ausencia de
inguinal células neoplasicas.
3 1 Unilateral Orquiectomia Fibrosis, atrofia leve y 1 1 1
derecha calcificaciones (microlitiasis)
abdominal
4 2 Unilateral Fibrosis y atrofia de tubulos 1 0
izquierda Orquiectomia seminiferos
abdominal
5 2 Bilateral 1 1
derecha Orquiectomia Hipoplasia celular
inguinal e
izquierda
abdominal
6 2 Bilateral Orquidopexia Atrofia moderada y 3 3 3
abdominal derecha calcificaciones (microlitiasis)
Orquiectomia
izquierda
7 5 Bilateral Orquiectomia 0 1
abdominal derecha Hipoplasia de células
Orquidopexia testiculares
izquierda
8 8 Unilateral Orquidopexia Atrofia moderada 0 0 2
derecha
inguinal
9 10 Unilateral Biopsia y Displasia leve 1 0
izquierda orquidopexia
inguinal
10 15 Unilateral Biopsia y Ausencia de 0 1
derecha orquidopexia espermatogénesis
inguinal
11 15 Unilateral Orquiectomia | Hipoplasia celular con fibrosis 3 3 3
derecha focal y detencidn de la
abdominal maduracién

Tabla 4: Se observan las caracteristicas particulares de los pacientes que fueron positivos a
los anticuerpos, se incluyen pacientes de tres grupos desde 1 hasta los 15 afios de edad, se
menciona el tipo de criptorquidia asi como la ubicacion de el o los testiculos, el tratamiento
quirargico que se le aplico al paciente después del diagndstico y las alteraciones histolégicas
observadas por el patélogo ya sea en el testiculo completo o en la biopsia. También se observa
la inmunoreactividad de cada anticuerpo OCT3/4, FA y c-Kit. En nimeros rojos se sefialan los
pacientes que fueron positivos a los tres anticuerpos.

58




DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

Morfometria

En la grafica 1, se observa el area de los cordones/tubos seminiferos de
pacientes controles y de forma general se observa un aumento en el &rea con
respecto a la edad. Y en pacientes con criptorquidia, los cuales dividimos en
dos grupos; pacientes con criptorquidia negativos y positivos a OCT3/4, C-Kit y
FA, esto para correlacionar la morfometria con la inmunoreactividad, se
observa una disminucion significativa de nuestros pacientes criptorquidicos
comparado con el grupo control, ademas de una disminucioén del area de los
pacientes criptorquidicos positivos comparado con las areas de los pacientes

criptorquidicos negativos.

Al comparar el area de pacientes positivos con el &rea de pacientes negativos
en el primer grupo de edad de 0 a 1 afios de edad hubo una disminucién

significativa a una p<0.0115.

Para el area de los cordones/tubos seminiferos de pacientes controles se
calculd una media de 1954.18 + 47.11; en los pacientes con criptorquidia
positivos a marcadores de pluripotencialidad e indiferenciacion se calculdé una
media de 1150.12 + 6.21 y en los pacientes con criptorquidia negativos a
dichas proteinas se calculé una media de 1340.50 + 17.14, ademas de que en
las areas de estos tejidos testiculares fueron 66% menores comparados con las

areas de tejidos controles.
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Gréfica 1: Se observan las areas del epitelio seminifero representadas como medias * el error
estandar. °p < 0.05 al comparar pacientes control vs pacientes con criptorquidiay °p < 0.05 al
comparar pacientes criptorquidicos negativos vs pacientes criptorquidicos positivos a proteinas
de pluripotencialidad e indiferenciacion (prueba Mann-Whitney). En los cuatro grupos de
edades, se observa una disminucion significativa entre las areas de los tlbulos seminiferos de
pacientes criptorquidicos comparado con las areas de los tejidos testiculares de pacientes
controles.

Histopatologia

En el grupo control no se presentaron alteraciones, ya que se observaron
cordones seminiferos con células de Sertoli distribuidas hacia la lamina basal,
presencia de células mioides alrededor de los cordones seminiferos, ademas
se localizaron algunas células germinales en los controles de 0 a 6 meses de
edad que se ubicaron en su mayoria en el centro de los cordones seminiferos o
cerca de la lamina basal. La membrana basal de los cordones seminiferos no
se observé engrosada, el tejido intersticial fue normal, no se identifico fibrosis ni
hipoplasia de células de Leydig, se observaron vasos sanguineos en el
intersticio, ausencia de células atipicas, fibrosis y descamacion dentro y fuera

de los cordones seminiferos (figura 15A, B).
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A diferencia del grupo control, en los tejidos testiculares de pacientes se
observaron diferentes alteraciones caracteristicas de los pacientes con
criptorquidia (figura 15C, D), como microlitiasis, aumento de grosor de la
membrana basal e hipoplasia de células testiculares dentro de los tubos
seminiferos, ademas se observo fibrosis y a consecuencia de esto se observo

hipoplasia de células de Leydig y pocos vasos sanguineos.

Alteraciones en tejidos testiculares de pacientes con criptorquidia de 0 a 1 afio de edad
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Figura 15: Tejidos testiculares de nifios de 0 a 1 afios de edad A, B) cordones seminiferos de
un nifio control que presenta forma y tamafio normal, presencia de células de Sertoli y ausencia
de células atipicas, membrana basal sin invaginaciones e intersticio con células de Leydig y
sin alteraciones. En el grupo de pacientes con criptorquidia se observan las principales
alteraciones testiculares, C) microcalcificaciones o microlitiasis (flecha), D) engrosamiento de la
membrana basal (flecha), fibrosis, descamacién celular dentro del cordén e hipoplasia de
células de Sertoli (flecha). H&E, 60X.
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7.2 Grupo de 2 a 10 afios de edad

Inmunoreactividad

OCT3/4

La inmunoreactividad fue de 0 en los 7 nifios control estudiados y en los
pacientes con criptorquidia se presentd de 1.4 + 0.24 en 5 de 25 pacientes
(tabla 3). Los cuatro pacientes con mayor inmunoreactividad fueron el paciente
namero 6 de 2 afios de edad, con un valor de inmunoreactividad igual a 3, el
paciente nimero 4 de 2 afios de edad con un valor de inmunoreactividad igual
a 1, el paciente numero 5 de 2 afios de edad, con una inmunoreactividad igual
a 1 y el paciente nimero 9 de 10 afios de edad, con un valor de

inmunoreactividad igual a 1 (tabla 4) los cuales se describen a continuacion.

Paciente numero 6. Este paciente fue diagnosticado con criptorquidia
bilateral abdominal, recibié un tratamiento quirdrgico realizandole orquidopexia
del testiculo derecho y orquiectomia del testiculo izquierdo con un diagndéstico
histopatoldgico de atrofia moderada y microlitiasis. El paciente nimero 4, este
paciente fue diagnosticado con criptorquidia unilateral izquierda abdominal, se
le realizd un tratamiento quirdrgico de orquiectomia izquierda y el diagndstico
histopatolégico fue fibrosis y atrofia de tibulos seminiferos. El paciente nimero
5, fue diagnosticado con criptorquidia bilateral derecha inguinal e izquierda
abdominal, el tratamiento quirdrgico que recibié fue orquiectomia de ambos
testiculos y el diagnéstico histopatologico fue hipoplasia celular. Y el paciente
namero 9, diagnosticado con criptorquidia unilateral izquierda inguinal, el
tratamiento quirdrgico fue la realizacién de una biopsia del testiculo izquierdo y
posteriormente una orquidopexia y el diagnéstico histopatologico fue displasia

leve testicular.

En la figura 16A y B se observa el tejido testicular de un nifilo control de 2

afios de edad, en el cual la expresibn de OCT3/4 fue nula y en el tejido
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testicular del paciente de 2 afios 5 meses de edad (figura 16C y D), se
identifican células germinales positivas, la reaccion nuclear positiva se observo
en células que se ubicaron en el centro y en cercanas a la membrana basal de
los tubos seminiferos y debido a la morfologia caracteristica se podrian

identificar como gonocitos.

Marcador de pluripotencialidad OCT3/4(EDAD 2 a1l0 ANOS)
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Figura 16: Inmunohistoquimica para OCT3/4 de tejidos testiculares de 2 a 10 afios en donde
se observa una clara inmunoreactividad nuclear a OCT3/4. A y B) Tejido testicular de un nifio
control de 2 afios de edad, en donde de manera normal se observa una reacciéon negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva. C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 2 afios 5 meses, donde se observan células positivas en el centro y periferia
del tubo seminifero. Las flechas sefialan las células positivas al anticuerpo.
Inmunohistoquimica, 20 y 60X respectivamente.
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En este grupo la inmunoreaccion fue de 0 en los 7 nifios control estudiados y
aumentd a 3 en 2 de 25 pacientes analizados (tabla 3). Los dos pacientes con
mayor inmunoreactividad fueron, el paciente nimero 6 con 2 afos de edad, con
una inmunoreactividad de 5, el cual ya fue descrito anteriormente y el paciente
namero 8 de 8 afios de edad, con una inmunoreactividad igual a 2, (tabla 4)
este paciente fue diagnosticado con criptorquidia unilateral derecha inguinal, se
le realiz6 un tratamiento quirdrgico de orquidopexia y el diagnostico

histopatoldgico fue de atrofia testicular moderada.

En la figura 17A y B, se observa un tejido testicular de un nifio control de
2 afos de edad, en el que de manera normal hay una reaccion negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva a éste. La reaccion a c-Kit se
observé en el citoplasma de células en pacientes de 2 a los 10 afios de edad,
en la figura 17C y D, se identifico un tejido testicular de un paciente de 2 afios 5
meses de edad, en donde hay positividad a células ubicadas en el centro y
periferia de los tubulos seminiferos. Debido a que estas células positivas, son
células grandes, palidas y con nucleos redondos prominentes, ademas de que
se ubican en el centro del tubo seminifero se podrian identificar facilmente

COMO gonocitos.
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Marcador de pluripotencialidad c-Kit (EDAD 2 a10 ANOS)

:

Figura 17: Inmunohistoquimica para c-Kit de tejidos testiculares de 2 a 10 afios de edad, en
donde se observa una clara inmunoreactividad citoplasmatica a c-Kit. A y B) Tejido testicular de
un nifio control de 2 afos, donde de manera normal se observa una reaccion negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva, C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 2 afios 5 meses, en donde se observan células positivas en el centro y periferia
de los tubos seminiferos. Las flechas indican las células positivas al anticuerpo.
Inmunohistoquimica, 20 y 60X respectivamente.
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En el grupo control, FA tuvo una inmunoreactividad igual a 0 en los 7 tejidos
testiculares de los nifios control. En los pacientes el valor medio de
inmunoreactividad aument6 a 1.66 + 0.33 en 3 tejidos de un total de 25 (tabla
3). Los tres pacientes con mayor inmunoreactividad (tabla 4) seran descritos a

continuacion.

El paciente niumero 6 y 5 de 2 afios de edad, con una inmunoreactividad
de 3 y 1 respectivamente, de los cuales dichas caracteristicas ya fueron
mencionadas anteriormente y el paciente nimero 7 de 5 afios de edad, con
una inmunoreactividad de 1. Este paciente fue diagnosticado con criptorquidia
bilateral abdominal, recibié un tratamiento quirdrgico de orquiectomia del
testiculo derecho y orquidopexia del testiculo izquierdo y el diagndstico
histopatolégico del testiculo derecho fue de células testiculares sin

alteraciones.

En la figura 18A y B, se observé un tejido testicular de un nifio control de
2 afos de edad donde de manera normal se observa una reaccion negativa al
anticuerpo, no se detecta ninguna célula positiva. La reaccion de FA se
observo en tejidos testiculares de pacientes de este grupo de 2 a 10 afios de
edad. En la figura 18C y D, se observo un tejido testicular de un paciente,
donde se identificaron células positivas en el centro y periferia de los tubos

seminiferos.
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Marcador de indiferenciacion FA (EDAD 2 a 10 ANOS)

Figura 18: Inmunohistoquimica para FA de tejidos testiculares de 2 a 10 afios de edad, en
donde se observa una clara inmunoreactividad citoplasmatica a FA. A y B) Tejido testicular de
un nifio control de 2 afos, donde de manera normal se observa una reaccion negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 2 afios 5 meses, donde se observan células positivas en el centro y periferia de
los tubos seminiferos. Las flechas indican las células positivas y el cuadro sefiala la parte
amplificada del tejido. Inmunohistoquimica, 20 y 60X respectivamente.

Morfometria

En las areas de los tubos seminiferos de pacientes controles se calcul6 una
media de 3510.80 + 97.06; para los pacientes criptorquidicos positivos a
proteinas de pluripotencialidad e indiferenciacion se calcul6é un area de 1722.26
+ 13.68 y para los pacientes con criptorquidia negativos a dichas proteinas se
calculo un area de 2444.61 + 33.53. Las areas de los pacientes criptorquidicos
se vieron comprometidas a las alteraciones presentes en dichos tejidos, ya que

también en este grupo se observé una disminucién del 66% en comparacion
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con los tejidos testiculares de pacientes control e igual que en el grupo anterior

de 0 a 1 afio de edad (grafica 1).

Histopatologia

En la figura 19A y B se observan tejidos testiculares de nifios control, se
identifican células testiculares en cantidad y distribucion normal, membrana
basal sin engrosamiento y con células mioides, intersticio sin fibrosis y con
vasos sanguineos y en algunos tubos se observa la presencia de luz tubular en
proceso. En la figura 19C y D se observan tejidos testiculares de pacientes, en
los que se identificaron alteraciones como microlitiasis, el intersticio no
presentd alteraciones evidentes, pero dentro de los tubos seminiferos se
localizaron células atipicas que se caracterizaron por ser células que
morfolégicamente eran diferentes a las células que normalmente se presentan
en los controles, estas células fueron grandes, pélidas, con ndcleos grandes,
basoéfilas y que ademas su posicién dentro del corddén o tubo seminifero fue
central o hacia la lamina basal indefinidamente.
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Figura 19: Tejidos testiculares de nifios de 2 a 10 afios de edad A, B) cordones seminiferos de
un nifio control que presenta forma y tamafio normal, presencia de células de Sertoli y ausencia
de células atipicas, membrana basal sin alteraciones e intersticio con células de Leydig y sin
fibrosis. En el grupo de pacientes con criptorquidia se observan las principales alteraciones de
tejidos testiculares, C) se observa microlitiasis en el centro del tubo seminifero, D) presencia de
células atipicas, tubos pequefios con invaginaciones de membrana las flechas indican las
lesiones en el tejido. H&E, 60X.
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7.3 Grupo de 11 a 15 afios de edad

Inmunoreactividad

OCT3/4

La inmunoreactividad en nifios control para OCT3/4 fue de 0 en 3 nifios
estudiados y aumenté a 2 en 2 pacientes con criptorquidia de un total de 7
(tabla 3). El paciente con mayor inmunoreactividad fue el paciente namero 11 el

cual se describe a continuacion.

Paciente niumero 11 de 15 afios de edad, con un valor de inmunoreactividad
igual a 3. Este paciente fue diagnosticado con criptorquidia unilateral derecha
abdominal, el tratamiento quirdrgico que recibi6 fue orquiectomia y el
diagnéstico histopatolégico fue hipoplasia celular con fibrosis focal y detencién

de la maduracion (tabla 4).

La reaccion de OCT3/4 estuvo presente en tejidos testiculares de este
grupo de 11 a 15 afios de edad, en donde se presentd una clara
inmunoreactividad nuclear. En la figura 20A y B, de manera normal se identificd
una reaccion negativa al anticuerpo, no se observaron células positivas. Sin
embargo en los pacientes, si hubo células positivas y éstas se ubicaron en el
centro o hacia la membrana basal de los tubos seminiferos (figura 20C y D). Es
importante sefialar que la inmunoreaccién positiva a esta proteina, podria ser
caracteristica del CISt, por lo que los pacientes que presentaron positividad a
OCT3/4 y con mayor razon los que también presentaron positividad para c-Kit 'y

FA; podrian ser diagnosticados con CISt.
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Marcador de pluripotencialidad OCT3/4(EDAD 11 a 15 ANOS)

A B

C
(6]
N
T
R \
le} N
L -

- - b :\c IC » ‘ 4 v o . ‘ \\ D

! 41 . [ \
ﬁ < _"t‘\ - v/ ) ” s 'K “$ b
T Ny el g (H e gl
P 8 'l‘ "% B VB "'\1 "‘( " ‘
T A 3 ./ A 2] s
3 \ a ‘ .

R ) o e el o e £ AR B v

K ] l‘. ‘\J 3 - " ’/ —>’ e /
8 . - | ' /, e/ ‘
| e i o ‘1{ | - o . /
D - ] % ¥ "'__‘.h‘- {‘ ) & l
I R LI . \ s 4 / /
A * b i 3\ / Y a8 o ,

? / . / 5 3 o .
/ 4 ¢ e 4
* // 4 A % et »

Figura 20: Inmunohistoquimica para OCT3/4 de tejidos testiculares de 11 a 15 afios de edad,
en donde se observa una clara inmunoreactividad nuclear a OCT3/4. A y B) Tejido testicular de
un niflo control de 15 afios, donde de manera normal se observa una reaccién negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva, C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 15 afios de edad, donde se observan células positivas en el centro y periferia
de los tubulos seminiferos. Las flechas indican las células positivas al anticuerpo y el cuadro
sefiala la parte amplificada del tejido. Inmunohistoquimica 20 y 60X respectivamente.

c-Kit

La inmunoreactividad en nifilos control para c-Kit fue de 0 en 3 nifios estudiados
pero en los pacientes con criptorquidia la inmunoreaccion fue de 3 en un tejido
de los 7 estudiados. El paciente que fue positivo en este caso fue el paciente
namero 11 de 15 afios de edad, cuyas caracteristicas ya fueron mencionadas

anteriormente.
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La reaccion para c-Kit fue nula en tejidos testiculares de los nifios control
(figura 21A y B) y en los pacientes (figura 21C y D) si se identificaron células
positivas que se ubicaron en el centro y hacia la membrana basal de los tubos
seminiferos. Las células que se ubicaron en el centro de los tubos, fueron
células con nucleos grandes y palidos que podrian ser identificadas como
gonocitos, ademas de que la expresion citoplasmatica del c-Kit también hace

referencia a que las células podrian ser diagnosticadas como células del CISt.

Marcador de pluripotencialidad c-Kit (EDAD 11 a 15 ANOS)

Figura 21: Inmunohistoquimica para c-Kit de tejidos testiculares de 11 a 15 afios de edad, en
donde se observa una clara inmunoreactividad citoplasmatica a c-Kit. A y B) Tejido testicular de
un niflo control de 15 afios, donde de manera normal se observa una reaccidn negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva, C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 15 afios de edad, donde se observan células positivas en el centro y periferia
de los tubos seminiferos. Las flecha indican las células positivas al anticuerpo y los cuadros
indican la parte amplificada del tejido. Inmunochistoquimica, 20 y 60X respectivamente.
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FA

En este grupo la inmunoreactividad media fue de 0 en 3 tejidos controles
analizados y en los pacientes con criptorquidia aument6 a 2 en 2 tejidos de un
total de 7 (tabla 3). En este caso los dos pacientes positivos fueron: el paciente
namero 10 de 15 afios de edad con una inmunoreactividad de 1, el cual se
describe a continuacion. Y el paciente nimero 11 de 15 afios de edad, con una
inmunoreactividad mas alta, de 3 cuyas caracteristicas ya fueron mencionadas

anteriormente (tabla 4).

Paciente numero 10, este paciente fue diagnosticado con criptorquidia
unilateral derecha inguinal, el tratamiento quirargico que se le realiz6 fue una
biopsia en el testiculo derecho y posteriormente una orquidopexia, el
diagnéstico  histopatologico para dicha biopsia fue ausencia de

espermatogénesis.

En la figura 22A y B se observa que en el grupo de nifios control, hay
una reaccion negativa al anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva en
el tejido testicular. En los pacientes se identifican células positivas a FA (figura
22C y D), estas células podrian ser identificadas como gonocitos debido a que
en algunas se puede observar los seudopodos positivos de las células que
permiten  la migracion hacia la membrana basal para diferenciarse a
espermatogonia, ademas de que estas células son grandes con nucleos
prominentes y palidas. Sin embargo a esta edad la migracion y diferenciaciéon
del gonocito deberia haberse completado por lo que estas células podrian ser
mejor diagnosticadas como células del CISt, ademas porque FA suele ser el

principal marcador de diagnéstico para dicha patologia.
Cabe mencionar que las alteraciones histolégicas encontradas en los

pacientes se observaron en todo el tejido en general y los tejidos de pacientes

y nifios controles que fueron positivos ya sea a OCT3/4, c-Kit o FA la reaccion
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observada fue exclusiva de ciertas zonas en el tejido, no todos los tubos
seminiferos presentaban células positivas.

Marcador de indiferenciacion FA (EDAD 11 a 15 ANOS)

S5 @ TN . TN - = - ]

NFAO T LY o WSt = Ssal A

‘c -' i 2 1 .‘.'.‘ > \
Cc
O
N
T
R
o
L
Cc
R
|
P
T
o
R
Q
u
|
D
|
A

Figura 22: Inmunohistoquimica para FA de tejidos testiculares de 11 a 15 afios de edad, en
donde se observa una clara inmunoreactividad citoplasmética a FA. A y B) Tejido testicular de
un nifio control de 15 afios de edad, donde de manera normal se observa una reaccion
negativa al anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva C y D) Tejido testicular de un
paciente con criptorquidia de 15 afios de edad, donde se observan células positivas en el
centro y periferia de los tubos seminiferos. Las flechas sefialan las células positivas al
anticuerpo y los cuadros indican la zona amplificada del tejido. Inmunohistoquimica, 20 y 60X
respectivamente.
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Morfometria

Se calculé una media promedio para las areas de pacientes controles de
7873.87 + 876.48; para los pacientes criptorquidicos positivos a las proteinas
de pluripotencialidad e indiferenciacion, la media calculada fue de 3625.61 +
30.21 y para los pacientes negativos a dichas proteinas se calculé6 una media
de 6299.37 + 276.45. Las areas de los tubos seminiferos de este grupo de
pacientes criptorquidicos también disminuyé debido a las alteraciones
presentes en dichos tejidos, la disminucion fue de 78.49% menor que en los
grupos anteriores, pero comparada con el grupo de nifios control si hubo

disminucién (grafica 1).

Histopatologia

En la figura 23A y B, se identifica un tejido testicular de un nifio control, en el
que se observan tubos seminiferos con desarrollo normal de la
espermatogénesis, membrana basal sin alteraciones, intersticio con presencia
de células de Leydig y presencia de vasos sanguineos. A diferencia de los
pacientes (figura 23C y D) en los cuales hay dafios mas evidentes que
logramos identificar, principalmente la detencién o ausencia definitiva de la
espermatogénesis esto debido a la hipoplasia o aplasia de células de Sertoli,
espermatogonias y células de Leydig generalmente, en su lugar se observaron
células que morfolégicamente se identifican como atipicas. Ademas de que a
causa de la hipoplasia de células testiculares se presenté una disminucion en
el diametro de los tubos seminiferos, en algunos tubos hubo engrosamiento de
la membrana basal y disminucién de células mioides, el intersticio present6 en
su mayoria fibrosis, lo que provoco disminucion de vasos sanguineos y pérdida

de células de Leydig.
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Figura 23: Tejidos testiculares de nifios de 11 a 15 afios de edad A, B) cordones seminiferos
de un nifio control que presenta forma y tamafio normal, membrana basal sin alteraciones,
presencia de células de Sertoli y ausencia de células atipicas, intersticio con células de Leydig
y sin fibrosis. En el grupo de pacientes con criptorquidia, se observan las principales
alteraciones de tejidos testiculares, C) se observa hipoplasia de células dentro de los tubos
seminiferos, ausencia de espermatogénesis, aumento de tejido conjuntivo en el intersticio, D)
ausencia de espermatogénesis y engrosamiento de la membrana basal. Las flechas indican las
lesiones y el cuadro indica la zona amplificada del tejido. H&E, 60X.
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7.4 Grupo de 16 a 18 afios de edad

Inmunoreactividad

OCT3/4

En los 8 nifios control el valor de la inmunoreactividad para OCT3/4 fue de 0 y
en los pacientes con criptorquidia también fue de O en los 4 pacientes tratados
(tabla 3). En los tejidos testiculares tanto de nifios control y de pacientes la
reaccion fue negativa, no se observaron células positivas a esta proteina (figura
24A, B, Cy D).

c-Kit

En el grupo de nifios control la inmunoreaccién a c-Kit fue 0 en los 8 nifios
estudiados de igual manera en los 4 pacientes utilizados la inmunoreaccion a c-
Kit fue igual a 0.

En los tejidos testiculares tanto de nifios control y de pacientes la reaccion fue

negativa, no se observaron células positivas a este marcador (figura 25A, B Cy
D).
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Marcador de pluripotencialidad OCT3/4(EDAD 16 a 18 ANOS)
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Figura 24: Inmunohistoquimica para OCT3/4 de tejidos testiculares de 16 a 18 afios de edad,
en donde se observa una clara inmunoreactividad negativa a OCT3/4. A y B) Tejido testicular
de un nifio control de 17 afos, donde de manera normal se observa una reaccion negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva, C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 16 afios de edad, donde se observan células negativas al anticuerpo, no se
observa ninguna célula positiva. El cuadro sefiala la parte amplificada del tejido.
Inmunohistoquimica 20 y 60X respectivamente.

78



DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

Marcador de pluripotencialidad c-Kit (EDAD 16 a 18 ANOS)

rom-H4z00

>—-—0—-COXUVO0OH41T—20

Figura 25: Inmunohistoquimica para c-Kit de tejidos testiculares de 16 a 18 afios de edad, en
donde se observa una clara inmunoreactividad negativa a c-Kit. A y B) Tejido testicular de un
nifio control de 17 afios, donde de manera normal se observa una reaccién negativa al
anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva, C y D) Tejido testicular de un paciente con
criptorquidia de 16 afios de edad, donde no se observan células positivas en todo el tejido. Los
cuadros indican la parte amplificada del tejido. Inmunohistoquimica, 20 y 60X respectivamente.

FA

En los 8 nifios control la inmunoreactividad fue de O, igual que en los 4
pacientes de este grupo el valor de inmunoreactividad fue de 0 (tabla 3), no se
observaron células positivas ni en pacientes control ni en pacientes con
criptorquidia (figura 26).

Es importante mencionar que en el paciente 11 de 15 afios de edad, se
observé una co-localizacion (figura 28A y B) a c-Kit y FA. Sin embargo en otros

79



DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

tejidos de pacientes con criptorquidia también se pudo comprobar esta co-

localizacion.
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Figura 26: Inmunohistoquimica para FA de tejidos testiculares de 16 a 18 afios de edad, en
donde se observa una clara inmunoreactividad citoplasmatica a FA. A y B) Tejido testicular de
un nifio control de 17 afios de edad, donde de manera normal se observa una reaccion
negativa al anticuerpo, no se observa ninguna célula positiva C y D) Tejido testicular de un
paciente con criptorquidia de 18 afios de edad, donde se observan células negativas en los
tubos seminiferos. Los cuadros indican la zona amplificada del tejido. Inmunohistoquimica, 20 y
60X respectivamente.

Morfometria

En estos pacientes controles la media calculada para las areas fue de
13876.85 + 438.19; para los pacientes con criptorquidia negativos a las
proteinas de pluripotencialidad e indiferenciacion la media calculada fue de
6951.06 + 321.60, por lo que la disminucién de las areas fue mas evidente ya
gue se observaron pocas células dentro de los tubos seminiferos, lo que
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provocO una disminucion del 72% comparado con los tejidos de los nifios

control (grafica 1).

Histopatologia

En el grupo de pacientes control, se observa un desarrollo normal del tejido
testicular, ya que se identifican células testiculares con un mejor desarrollo
(fig.27A y B), con una espermatogénesis completa y el intersticio presenta

células de Leydig y vasos sanguineos.

En los pacientes con criptorquidia (figura 27C y D) como en el grupo anterior
las alteraciones morfoldgicas en el tejido testicular se pudieron observar con
mayor severidad desde los 11 afios y en este grupo de 16 a 18 afios se
observé algo similar, ya que el desarrollo de la espermatogénesis se vio
comprometida a las alteraciones en el tejido, se observaron pocas células de
Sertoli y espermatogonias dentro de los tubos seminiferos, la membrana basal
se veia engrosada y el intersticio presento fibrosis lo que disminuy6 los vasos

sanguineos y las células de Leydig.
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Figura 27: Tejidos testiculares de nifios de 16 a 18 afios de edad A, B) cordones seminiferos
de un nifio control que presenta forma y tamafio normal, membrana basal sin alteraciones,
presencia de células de Sertoli y ausencia de células atipicas, intersticio con células de Leydig
y sin fibrosis. En el grupo de pacientes con criptorquidia se observan las principales
alteraciones de tejidos testiculares, C) se observa hipoplasia de células testiculares dentro de
los tubos seminiferos y ausencia de espermatogénesis, D) ausencia de espermatogénesis y
hipoplasia de células testiculares. Las flechas indican las lesiones y el cuadro indica la zona
amplificada del tejido. H&E, 20 y 60X.
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CORRELACION DE POSITIVIDAD
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Figura 28: Tejido testicular de un paciente de 15 afios de edad, donde se observa que las
mismas células que son positivas a c-Kit (A) también lo son para FA (B). Técnica de
Inmunohistoquimica, 60X.
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8. DISCUSION

La criptorquidia, es al nacimiento la falla congénita mas frecuente en el ser
humano y es el factor de riesgo mejor documentado en neoplasia testicular, ya
que incrementa, de 7 a 10 veces, el riesgo de desarrollar un seminoma.
Aungue esta asociacion es establecida, no se conocen los mecanismos que
conducen a esta malignidad. Se ha propuesto al gonocito como el responsable
del desarrollo del seminoma, y se sugiere que este tipo celular se mantiene
indiferenciado en los pacientes con criptorquidia. El estado indiferenciado
puede mantenerse por varias razones, entre ellas la persistencia de proteinas
de sobrevivencia de células pluripotenciales (OCT3/4, NANOG, c-Kit, AP2y y

FA) que inducen el desarrollo del CISt, considerado el precursor del seminoma.

Las alteraciones histoldgicas testiculares determinadas en los pacientes
con criptorquidia reafirman algunos resultados previos en otras poblaciones
diferentes a la nuestra. Fue claro que el testiculo de nuestros pacientes tiene
cambios histolégicos en el epitelio germinal, que dependiendo de su
localizacion (mayor en los intra-abdominales) y de la edad a la que se realice el
tratamiento (orquidopexia-orquiectomia) fue la severidad del dafio. Siete de
nuestros pacientes presentaron criptorquidia abdominal, tres de ellos bilaterales
y cuatro unilaterales; en los cuales el diagnostico histolégico fue atrofia
testicular acentuada o severa, fibrosis, hipoplasia de células testiculares,

detencion de la maduracién y microlitiasis.

Las alteraciones histolégicas observadas en el epitelio seminifero de
nuestros pacientes, podrian estar asociadas a las alteraciones que se
presentan en testiculos con CISt, ya que el parénquima testicular con CISt a
menudo se atrofia y puede contener signos de disgenesia de los tubos
completamente diferenciados, espermatogénesis pobre y microlitiasis
(microcalcificaciones) (Hoei-Hansen et al, 2003). La presencia de atrofia y
microlitiasis en algunos de nuestros pacientes, corresponde a lo ya reportado
para el desarrollo del CISt, ademas al considerar la expresion de los tres

marcadores de pluripotencialidad, podria ser que estos pacientes ya
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presentaran un CISt desarrollado en una etapa temprana de la vida. Aunque se
sugiere (nadie lo ha confirmado) que las células del CISt permanecen en
reposo durante la infancia, éstas pueden proliferar durante la pubertad,
probablemente debido a la estimulacion hormonal propia de la pubertad. Una
vez que fue diagnosticado el CISt, se presenta un riesgo estimado de
desarrollar un crecimiento invasivo (seminoma) de un 50% en 5 afios y el 70%
en 7 afos después del diagnostico del CISt (Von der Maase et al, 1986).Se
propone que todos los pacientes portadores del CISt desarrollaran un
seminoma con el tiempo, aunque rara vez, los casos de desaparicion del CISt

han sido reportados.

Se conoce que los testiculos criptorquidicos son disgenéticos, lo cual
condiciona una alteracién funcional del mismo. Un individuo con una
criptorquidia unilateral, puede tener un testiculo contra lateral, normalmente
descendido pero genéticamente disgenético, por lo cual, a pesar de que curse
con numeros normales de espermatogonias, esas células tienen un contenido
de ADN anomalo y su maduracion serd defectuosa (Codesal et al, 1993). En
los seis pacientes con criptorquidia unilateral, también se observaron
alteraciones histoldgicas y positividad a proteinas de pluripotencialidad (FA, c-
Kit y Oct3/4), de estos pacientes s6lo a 4 se les realiz6 orquiectomia y a dos
orquidopexia del testiculo no descendido.

En nuestros pacientes infantes y puberes la mayoria de los testiculos
criptorquidicos presentaron anormalidades en todas las estructuras del testiculo
desde reduccioén de las areas de los tubos seminiferos hasta clara alteracion en
la espermatogénesis. También se observaron areas de hipoplasia de células de
Leydig tal y como lo reportaron Nistal y Paniagua (2003), para el testiculo
criptorquidico. La hipoplasia, de células de Leydig pudo estar asociada a la
deficiencia de testosterona que presentaron los pacientes, asi como lo
presentaron Regadera et al. (1991) quienes empleando técnicas de
inmunohistoquimica, detectaron una disminucion de la testosterona en células

de Leydig de testiculos criptorquidicos.
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La disminucion del diametro de los tubos seminiferos, el aumento del
espesor de la membrana basal, fibrosis, hemorragia y el agrandamiento de los
espacios inter tubulares presente en los tejidos testiculares de nuestros
pacientes, ya ha sido reportado por Hedinger (1982), quien describe el
aumento de espesor de la membrana basal en los testiculos criptorquidicos de
pacientes adultos. Mininberg et al, (1982), identifica fibrosis de la lamina tubular
en niflos con criptorquidia durante el primer afio de vida y Hadziselimovic

(1977), reporta la presencia de fibrosis durante el tercer afo de edad.

El engrosamiento de la membrana basal aumenta con la edad en los
testiculos criptorquidicos (Slowikowska et al, 2005), lo que indica que la edad
por si misma puede tener un efecto perjudicial. En nuestro estudio el numero
de tdbulos seminiferos con el engrosamiento de la membrana basal y atrofia
severa fue mayor en pacientes con positividad a los marcadores de
pluripotencialidad. Esto podria indicar que el espesor de membrana tubular,
considerado hasta ahora como patologia testicular inespecifica, puede ser un

pardmetro importante de TDS, indicativa de la aparicién de CISt.

Se ha sugerido que las lesiones de la membrana basal en los testiculos
criptorquidicos podrian estar relacionadas con la inhibicibn de la
maduracion/diferenciacion de las células de Sertoli, de las células de Leydig y
de las células peritubulares. Parece poco probable que el deterioro en la
maduracién de las células Sertoli resulta principalmente del aumento de la
temperatura del medio ambiente testicular durante la infancia (Santamaria et al,
1990).

Nuestros pacientes criptorquidicos presentaron hipoplasia de células
germinales, probablemente asociada a la falta de maduracion de las células de
Sertoli, a su degeneracion o a una falta de diferenciacion de los gonocitos con
dafio permanente de las células germinales. Regadera et al, 2001 han

reportado que la ausencia de receptores de andrdgenos en las células de
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Sertoli inmaduras de los testiculos con criptorquidia se correlaciona con
hipoplasia de los tubos seminiferos y la ausencia de diferenciacion de células
germinales. La presencia de estas lesiones en los tubos seminiferos pueden
ayudar a explicar por qué la intervencion quirargica para descender el testiculo
en el escroto, incluso cuando se realiza tempranamente en la vida, no puede
restaurar el inicio normal de la espermatogénesis. Aunque otros estudios
indican que la criptorquidia se asocia con cambios degenerativos en las células
de Sertoli y células germinales (Lee y Coughlin, 2000). También se han
propuesto que los gonocitos no se diferencian a espermatogonias A por la
influencia de factores intrauterinos como la exposicibn a compuestos con
actividad durante la gestacion, Slowikowska et al, (2003), demuestran que el
retraso en el desarrollo de los tubos seminiferos se asocia con alta incidencia
(12,9%) de las neoplasias de células germinales. Ya que demuestran que las
lesiones neoplasicas se encuentran en los testiculos con espermatogénesis

anormal o incompleta.

En pacientes con criptorquidia, se han documentado datos histoldgicos
que indican disminucion del didmetro de tubos seminiferos y del volumen
testicular relacionado con deterioro espermatico (Lee y Coughlin, 2001). En
nuestros pacientes se observo que el area de los tubos seminiferos disminuy6
significativamente en un 24%, y esta disminucion alter6 el diametro de los
tubos haciendo que estos fueran mas pequefios. En estudios experimentales
se ha observado que el aumento de temperatura en el testiculo puede alterar
su desarrollo, especificamente el diametro tubular, el cual depende

principalmente de la maduracién de las células de Sertoli (Gomez, 2004).

En la grafica 1, se observdé una disminucion significativa de nuestros
pacientes criptorquidicos comparado con el grupo control, ademas de una
disminucion del area de los pacientes criptorquidicos positivos comparado con
las areas de los pacientes criptorquidicos negativos. Dicho comportamiento
podria sugerir mayor atrofia y probable malignizacién en los pacientes con

positividad a las proteinas estudiadas.
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Algunos estudios atribuyen infertiidad y cancer en pacientes con
criptorquidia como causa de una posible disgenesia gonadal fetal (Ofordeme et
al, 2005). En nuestros pacientes, observamos células morfol6gicamente
idénticas a gonocitos ubicadas en el centro de los tubos seminiferos, y las
caracterizamos como células germinales indiferenciadas, sin embargo también
se observé este mismo tipo celular en contacto con la membrana basal de los
tubos seminiferos lo que contrarresta lo reportado en la literatura, ya que la
migracion del gonocito hacia la membrana basal es un proceso importante para
su diferenciacién a espermatogonia y en nuestros pacientes observamos que
ademas esas células ubicadas en la ldmina basal, también fueron positivas a
marcadores de pluripotencialidad. Algunos estudios sugieren que esto puede
deberse a que las células de Sertoli presentaron algunos cambios en su
funcidén secretora (J'egou y Sharpe, 1993; Sharpe et al, 1993; Boujrad et al,
1995; Guitton et al, 1999) probablemente debido a falta de factores producidos
por las células de Sertoli. Pero también se propone se debe a la persistencia en
la expresion de factores de pluripotencialidad por los gonocitos y se afirma que
la ausencia de células germinales puede dar lugar a la des-diferenciacién de
las células de Sertoli, lo cual podria estar afectando su capacidad de sintetizar
ciertas proteinas necesarias para la diferenciacion de los gonocitos. Sin
embargo, es importante reconocer que la ausencia de células germinales
puede ser un reflejo de anormalidades subyacentes en las células de Sertoli,
como la insuficiencia de su maduracion (Steger et al, 1996; Maymon et al,
2000) (figura 29), estos cambios que se presentan el las células de Sertoli y los
mismos gonocitos dan pie a una probable malignizacién del gonocito dando

origen posiblemente a las células del CISt.
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PROBABLE MECANISMO DE TRANSFORMACION
(Células de Sertoli y Gonocitos)
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Figura 29: Probable mecanismo de transformacion del gonocito a célula del CISt, se proponen
cambios en la funcion secretora de las células de Sertoli o desdiferenciacién de las mismas,
ademas de la persistencia de los factores de pluripotencialidad en el gonocito.

No sabemos la via bioldgica real de la transformacién maligna de las
células germinales, pero algunos factores involucrados en este proceso
incluyen a OCT3/4, AP-2y y c-kit que estan estrictamente regulados en las
células germinales fetales. Todos ellos son co-expresados durante el desarrollo
fetal en la poblacion de células germinales con las caracteristicas morfologicas
de gonocitos. Antes de que la célula germinal se diferencie a pre-
espermatogonia, se presenta la regulacién a la baja de OCT3/4, AP-2y y c-kit.
En contraste, las células germinales que se mantienen en el centro de los
cordones seminiferos y contindan expresando OCT3/4, c-KIT o AP-2y en las
etapas finales del embarazo degeneran. Este hallazgo apoya la idea de que la
reubicacion de gonocitos es esencial para su supervivencia (Nagano et al,
2000). Nuestros resultados se contraponen a lo reportado, ya que 11 pacientes
desde el primer afio hasta los 15 afios de edad, presentaron células germinales

positivas a OCT3/4, c-Kit o FA y éstas se ubicaron en el centro y hacia la
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membrana basal de los cordones/tubos seminiferos, de éstos, 5 pacientes

fueron positivos a los tres marcadores de pluripotencialidad.

En total, nueve tejidos testiculares de pacientes con criptorquidia
presentaron reaccién positiva para OCT3/4, estos pacientes estuvieron
presentes en tres grupo de edad diferentes, de tal manera que desde el primer
afio hasta los 15 afios pudimos observar positividad para dicha proteina,
comparado con nuestro grupo control, el cual tuvo solo 6 tejidos testiculares
positivos durante los primeros 6 meses de edad. Podemos suponer que la
expresion del OCT3/4, probablemente sea un factor importante que participe en
la alteracion del funcionamiento normal del testiculo o predisponga el desarrollo

neoplasico del testiculo.

La inmunoreactividad positiva a OCT3/4 en nuestros pacientes puede
estar asociada al desarrollo del CISt debido a que el OCT3/4 es un factor de
trascripcion con un papel critico en la regulacion de la pluripotencialidad en
estadios muy tempranos del desarrollo en mamiferos (Brehm et al, 1998). Se
ha demostrado que las concentraciones de OCT3/4 son esenciales para
mantener las células madre embrionarias (auto-renovacion) y cualquier
alteracion en la regulacién puede modificar el destino celular (Niwa et al, 2000).
Algunos datos indican que OCT3/4 funciona como un interruptor maestro en la
diferenciacion mediante la regulacion de las células que tienen, o pueden

desarrollar pluripotencialidad (Looijenga et al, 2003).

El gen OCT3/4 codifica para un factor de trascripcién el cual se
encuentra invulocrado en el establecimiento de la linea germinal en mamiferos.
La expresion de OCT3/4 regula la pluripotencialidad, diferenciacion de las
células madre embrionarias y es necesaria para la sobrevivencia y migracion
de las células germinales primordiales (Yeom et al, 1996). Sin embargo,
algunos autores suponen que en el CISt la proteina OCT3/4 se encuentra en
células germinales localizadas en la lamina basal y en el centro de tubos

seminiferos y debajo de las uniones estrechas entre las células de Sertoli
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(Matin et al, 2004), lo cual concuerda con lo observado en los testiculos de
pacientes con criptorquidia. En consecuencia, se ha sugerido que la expresion
de OCT3/4 después de los 4 meses de edad, en nifios con criptorquidia, se
podria considerar como el principal factor de riesgo para la transformacion
maligna de las células germinales primordiales (Gideke et al, 2003; Looijenga
et al, 2003).

OCT3/4 se encuentra unido a un gran nudmero de genes diana
implicados en el mantenimiento de la pluripotencialidad. La actividad biologica
de OCT3/4 depende en gran medida de sus niveles de expresion. Asi los
niveles altos de OCT3/4 inducen la expresion de marcadores de endodermo
(Rodriguez et al, 2007). Esto ilustra la complejidad del proceso de
transcripcion, sugiriendo que a partir de un determinado nivel de expresion de
OCT3/4 forma parte de nuevos complejos que regulan nuevos genes (Sieweke
y Graf, 1998) (figura 30).

OCT3/4, SOX2 y NANOG son factores de trascripcion que
conjuntamente actian para el mantenimiento de la pluripotencialidad de las
células germinales (Lewitzky y Yamanaka, 2007), OCT3/4 junto con SOX2, son
factores necesarios para mantener la capacidad de pluripotencialidad y auto
renovacion de la células germinales. NANOG junto con OCT3/4 aumenta la
capacidad de auto renovacion y del mantenimiento de un estado indiferenciado
pluripotente de la célula (Nichols et al, 1998), dando lugar probablemente a que
los gonocitos que expresen estos factores en etapas posteriores a los 4 meses

de edad, podrian originar el desarrollo de células del CISt (figura 30).

Se ha demostrado que OCT3/4 esta implicado en el proceso oncogénico
de gonadoblastoma (GB), los detalles moleculares de la falla en la regulacion
de OCT3/4 aun se desconocen. Sin embargo, la expresion de éste en las
células germinales inmaduras sugiere que las alteraciones en la regulacion de
activadores localizados, asi como mutaciones de la proteina ocasionan una

desregulacion en la expresion del OCT3/4 incrementando el potencial maligno
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de las células germinales (Kehler et al, 2004). Por lo cual, la expresion de
OCT3/4 en los testiculos de nuestros pacientes con criptorquidia podria ser un
blanco de malignizacion, debido a la expresion de esta proteina ocasionando el

desarrollo de un CISt y posteriormente un seminoma.

Aunque el mecanismo molecular por el cual el marcador OCT3/4
presenta alteraciones en la regulacion permanece incierto, una de las
moléculas que se han sugerido como coefectora del OCT3/4 en el desarrollo
oncogeénico es la proteina B-catenina (Polakis, 2000; Van de Wetering et al,
2002; Taipale y Beachy 2001). El mecanismo por el cual ejerce su funcién aun
no es claro, pero se sabe que [B-catenina también actia a través de E-
cadherina, como mediador de la adhesién intercelular dependiente de Ca”. E-
cadherina tiene actividad de tumor supresor y las alteraciones en su regulacién
facilitan la transformacion celular. Algunos estudios previos han analizado si la
B-catenina y E-cadherina pudieran estar involucradas en la patogénesis del
tumor de células germinales (TCG), pero no se han obtenido datos
concluyentes (Saito et al, 2000) (figura 29). Las observaciones de estos
estudios y los resultados obtenidos para OCT3/4 en nuestros pacientes nos
permiten proponer que la proliferacién de células germinales en el testiculo
criptorquidico puede ser debido a una interaccion entre OCT3/4 y B-catenina
acumulada en los nucleos de las células germinales inmaduras, llevando al
desarrollo de un comportamiento invasivo y la progresion de CISt hacia
seminoma en testiculos no descendidos, sin olvidar la asociacion de otras

moléculas relacionadas.
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PROBABLE MECANISMO DE TRANSFORMACION (OCT3/4)
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Figura 30: Probable mecanismo de transformacion del Gonocito a célula del CISt. Se observan
tres mecanismos que podrian estar involucrados en este proceso de transformacion el los
cuales podrian estar involucrados 3-catenina y E-caderina, los niveles de expresion de OCT3/4
y la alteracién de un circuito de autorregulacion.

En total, cinco tejidos testiculares de pacientes con criptorquidia
presentaron reaccion positiva para c-Kit, también estos pacientes estuvieron
presentes en tres grupo de edad diferentes, de tal manera que desde el primer
ano hasta los 15 afos pudimos observar positividad para dicha proteina,
comparado con nuestro grupo control, el cual tuvo solo 4 tejidos testiculares
positivos durante los primeros 6 meses de edad. Podemos suponer que la

inmunoreactividad positiva del c-Kit, probablemente sea importante, ya que
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podria alterar el funcionamiento normal del testiculo o predisponer el desarrollo

neoplasico del testiculo.

El c-Kit es un factor importante para la migracion de las CGP, la
expresion de éste fue descrita por primera vez en un tumor de células
germinales por Strohmeyer et al, (1991) y en el CISt por Rajpert y Skakkebaek
(1993), Izquierdo et al (1995); Strohmeyer et al, (1995) y Bokemeyer et al,
(1996). La expresion es gradualmente reducida con la edad y se ha propuesto
que la expresion de c-Kit puede contribuir al desarrollo neoplésico prolongando

la sobrevida de células pluripotenciales (Stoop et al., 2008).

Es una proteina que actia como un sistema de sefializacion esencial
para la sobrevivencia, migracion y diferenciacion de células germinales
tempranas (Dolci et al, 1991, 2001; Godin et al, 1991; Pesce et al, 1993; Yan y
Suominen, 2000). La expresion de c-Kit es fuerte en gonocitos de humano y
rata en etapas fetales e infantiles (Jgrgensen et al, 1995; Robinson et al, 2001,
Gaskell et al, 2004; Honecker et al, 2004).Y se ha reportado que su expresion
en el testiculo humano estd presente en un nivel muy alto en CGP y en la
mayoria de gonocitos durante el primer trimestre de gestacion, en tanto que la
expresion se ve reducida o nula en las espermatogonias del testiculo humano
en la etapa adulta (Jgrgensen et al, 1995; Gaskell et al, 2004; Honecker et al,
2004).

Ademés, se ha informado recientemente que muchos gonocitos
neonatales expresan c-Kit durante el periodo de desarrollo cuando estan en
constante movimiento hacia la membrana basal. Esta observacién plantea la
posibilidad de que la expresion de c-Kit puede ser importante para la migracion
de estas células neonatales (Orth et al, 1997). Lo cual es contradictorio con
nuestros resultados ya que, como ya se menciond, la mayoria de las células
gue expresaron c-Kit se ubicaban en el centro y en la lamina basal de los tubos

seminiferos y en edades en las cuales la migracion de las células germinales
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ya tenia que haber concluido, pues estas células estuvieron presentes de

manera anormal en nuestros pacientes hasta los 18 afios de edad.

La retencion de una expresion muy alta de c-Kit mas alla de una ventana
normal (después de los 4 meses de edad) se observo en algunos de nuestros
pacientes, en edades posteriores al primer afio de edad y aunque se ha
reportado que c-Kit también se expresa muy poco en espermatogonias del
testiculo humano adulto (Rajpert-De Meyts et al, 2003b), es importante sefialar
que la expresion de dicha proteina en algunos de nuestros pacientes puede
deberse a este porcentaje de expresion en espermatogonias, pero en el caso
de los tejidos de pacientes donde hubo mayor inmunoreaccién a c-Kit, podrian

considerarse como células pluripotentes o gonocitos.

Como c-Kit es un potente factor de supervivencia al menos para las
células germinales primordiales (Kierszenbaum, 1994) vy algunas
espermatogonias, su expresion prolongada podria dar una ventaja de
crecimiento a las células supervivientes indiferenciadas. Esta observacion,
junto con una asociacion conocida del CISt, con un escaso desarrollo gonadal,
conduce a una nueva hipotesis de que un retraso en la diferenciacion podria
ser uno de los mecanismos de transformacién neoplasica de las células

germinales (Rajpert-De Meytsetal, 1998a).

El c-Kit, es un factor antiapopt6tico importante que se expresa en células
germinales, y la sobrexpresiébn de esta proteina podria afectar alguna via
apoptoética, haciendo que las células geminales que expresen esta proteina
mas alla de la ventana de tiempo determinada, sobrevivan y se mantengan
como indiferenciadas y pluripotentes, éste es el caso que podria presentarse
en nuestros pacientes con criptorquidia que fueron positivos a c-Kit,

principalmente en edades posteriores al afio de edad.

En una célula de funcionamiento normal que expresa c-kit, el factor de

crecimiento de células madre (SCF) se puede unir a la parte externa del
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receptor y activarlo mediante la fosforilacion. La fosforilacion iniciaria una serie
de reacciones quimicas dentro de la célula. La activacion del receptor c-Kit
comienza a enviar una corriente de sefiales que se traduce en la proliferacion y

supervivencia celular.

Se ha reportado que en las células de Tumores Gastrointestinales (GIST
por sus siglas en inglés), el gen c-kit se encuentra mutado aproximadamente el
80% del tiempo. Cuando el gen esta mutado, el receptor c-kit no esté
ensamblado a la perfeccién. Las mutaciones en c-kit resultan en un cambio en
la forma y en la funcién del receptor manteniéndolo constantemente activo..
Esto significa que, incluso sin la sefial normal de su ligando SCF, los
receptores siguen produciendo un estimulo constante para que las células del
tumor GIST se dividan y sobrevivan (Michael et al, 2011). Es probable que éste
mecanismo por el cual c-Kit es alterado, se presente de igual modo en nuestros
pacientes positivos a esta proteina dando origen a que el gonocito se convierta

a una célula del CISt (figura 31).

En general, ocho tejidos testiculares de pacientes con criptorquidia
presentaron reaccion positiva para FA, estos pacientes estuvieron distribuidos
en tres grupo de edad diferentes, de tal manera que desde el primer afio hasta
los 15 afios pudimos observar positividad para dicha proteina, comparado con
nuestro grupo control, el cual s6lo tuvo 9 tejidos testiculares positivos durante
los primeros 6 meses de edad. Podemos suponer que la expresion de FA,
probablemente sea un factor importante que participe en la alteracion del
funcionamiento normal del testiculo o predisponga el desarrollo neoplasico del
testiculo, ya que, el marcador mas comunmente utilizado en la practica clinica
es la FA (Manivel et al, 1987), una fosfatasa alcalina especifica del tejido con

funcién biolégica desconocida en las células del CISt.
La FA es una enzima generada por las CGP, que permite su
desplazamiento desde el alantoides hacia las crestas genitales. La presencia

de esta enzima permite identificar este tipo celular, a los gonocitos y a células
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del CISt (Buehr et al, 1993). En nuestros resultados encontramos gonocitos
que expresaron FA en sus seudopodos, pero también se pudieron observar
gonocitos en tejido testicular que practicamente, podia ya ser considerado
como CISt, debido a que en estos tejidos testiculares de los pacientes se
expresaban tres marcadores (OCT374, c-Kit y FA), que como ya se ha

mencionado, son utilizados en la practica clinica para diagnostico de CISt.

La FA es un dimero con peso molecular de 120 000. La enzima entra a
la circulacién materna como resultado de un intercambio metabdlico, pudiendo
ser detectada en el suero de la madre, pero no en suero fetal. Se sabe es
regulada negativamente por la Fenilalanina y positivamente por la L-
homoarginina, ademas de que esta enzima es termosensible (Garcia y
Villalobos, 1984). Estas caracteristicas que regulan la expresién de FA podrian
verse alteradas en nuestros pacientes con criptorquidia positivos a FA, ya que
la expresion constante de esta enzima podria deberse probablemente a alguna
alteracion en la Fenilalanina evitando que se deje de expresar o en la L-
homoarginina provocando que se exprese constantemente en estos pacientes.
También podria ser que la elevada temperatura testicular de estos pacientes
con criptorquidia esté afectando la expresion de FA haciendo que ésta se
exprese mas tiempo, provocando asi que los gonocitos de pacientes con
criptorquidia positivos a FA probablemente den origen a células del CISt
(Figura 31).

Las isoenzimas que mas se han encontrado en tumores son muy
similares a la FA. Se encuentran en el 8-25% del suero de individuos con
cancer. Se ha sugerido que la sintesis de FA, por células malignas de origen no
trofoblastico, puede representar una disrupcion del locus estructural para la FA
en estas células (figura 31). Se ha identificado esta isoenzima en pacientes con
seminoma, carcinoma de ovario y carcinoma pancreatico, entre otros
(Ehrmeyers et al, 1978).
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La positividad a FA en algunos de nuestros pacientes, puede aportar
datos de la transformacion maligna del CISt, sin embargo estamos conscientes
de que las alteraciones que participan en la transformacidén oncogénica de las
células germinales, incluyen la suma de varios mecanismos. Dicha
transformacion maligna puede ser el resultado de re-arreglos cromosomicos
qgue interrumpan la expresion de genes supresores de tumores, ganancias o
pérdidas génicas, mutaciones en genes supresores de tumores 0 como en este
caso por la expresion anormal de proteinas proliferativas y de sobrevivencia o
pluripotencialidad. Por lo tanto, cabe sefialar que de los pacientes que
presentaron positividad en un rango de edad de 2-18 afios, no necesariamente
todos desarrollen un CISt, debido a que hay varios mecanismos que

determinan el desarrollo de dicha patologia.

PROBABLE MECANISMO DE TRANSFORMACION

(c-Kit y FA)
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Figura 31: Probable mecanismo de transformacion del gonocito a célula del CISt, se observa
una alteracién en el receptor de c-kit el cual permanece activo, manteniendo probablemente al
gonocito como pluripotente. Se observan los mecanismos que regulan FA, los cuales
probablemente se alteren en pacientes con criptorquidia positivos a esta enzima, dando origen
a células del CISt.
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De los 41 pacientes con criptorquidia, se obtuvo un total de 11 pacientes
positivos a por lo menos un marcador de pluripotencialidad e indiferenciacion,
los cuales corresponden al 26.82% de nuestros pacientes. Con base a lo
propuesto en la literatura se propone que aproximadamente el 1-4% de estos
pacientes desarrollaran un CISt (Giwercman et al, 1989), y el resto
probablemente lograra tener un desarrollo normal del testiculo. Estos estan
representados por nuestros pacientes criptorquidicos de 0 a 1 afio de edad y de
2 a 10 afos de edad; para los cuales se propusieron cuatro vias probables por
las cuales los gonocitos pluripotentes e indiferenciados, podrian morir,
desarrollarse y diferenciarse de manera normal o desarrollar un CISt y un

seminoma posteriormente.

La primera via propuesta (figura 32), es que el gonocito de pacientes con
criptorquidia, se mantenga expresando estas proteinas de pluripotencialidad e
indiferenciacién y posteriormente entre en apoptosis, evitando asi que en
ciertos pacientes se desarrolle el CISt. La segunda via por la cual el gonocito
podria desarrollarse seria que, a pesar de que se mantuvo expresando estas
proteinas de pluripotencialidad e indiferenciacion, logre diferenciarse a
espermatogonia y establezca posteriormente una espermatogénesis normal
aunque quiza con baja produccion de espermatozoides. La tercera via que
podria seguir el gonocito pluripotente e indiferenciado, es que permanezca asi,
presentando un retraso en su diferenciacién, pero logrando establecer una
espermatogénesis completa aunque probablemente con baja produccién de

espermatozoides, comprometiendo asi la fertilidad del paciente (figura 32).

Y finalmente la Ultima via, la cual pude probablemente estar reflejada en
nuestros pacientes de 11 a 15 afios de edad, en los cuales ya podrian ser
diagnosticados con CISt. Los gonocitos de estos pacientes permanecen
pluripotentes e indiferenciados dando origen a un CISt el cual permanece
quiescente en edades tempranas, siendo quiza la misma pubertad, el etilo de
vida, la genética o los factores ambientales los que desencadenen la capacidad

invasiva de la célula, desarrollando asi un seminoma (figura 32).
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La cantidad de tejidos testiculares de pacientes con criptorquidia,
positivos a marcadores de pluripotencialidad e indiferenciacion, se delimité con
base a nuestros criterios de inclusion y exclusién, y de un total de 400
pacientes con criptorquidia y 1100 pacientes controles, solo se seleccionaron
41 y 30 tejidos testiculares respectivamente. Realmente no se realizo el calculo

[{g i)

de la “n” y solo se trabajo con los tejidos testiculares disponibles, por lo cual
nuestra “n” se vio disminuida, sin embargo, consideramos que nuestros
resultados perfectamente pueden contribuir al conocimiento del desarrollo del
CISt a partir de gonocitos de pacientes con criptorquidia, ya que al comparar
publicaciones de otros autores, consideramos que la cantidad de pacientes en
nuestro estudio es un nimero considerable y no tan pequefo, ya que autores
como; Honecker et al , 2004, quien determina la expresion de marcadores en
testiculos con CISt y células germinales fetales, utiliza solo 27 hombres, a los
cuales divide en varios grupos y Guminska et al, 2007, realizé un estudio con
biopsias testiculares de solo 39 hombres. Asi como nosotros, estos y varios
autores presentan una “n” aparentemente pequefa, debido a diferentes
factores. Pero los resultados pueden ser confiables si consideramos y
comparamos nuestros resultados con los obtenidos en otros estudios

publicados.
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Figura 32: Se ilustra la linea por la cual un gonocito normalmente se diferencia en un paciente
sano hasta dar origen a espermatozoides y se muestran tres vias probables por las cuales los
gonocitos se ven afectados durante su diferenciacién debido a la presencia de proteinas de
pluripotencialidad dando origen a CISt seguido de un seminoma en pacientes con
criptorquidia.

Este trabajo contribuye aportando mas herramientas que permiten
conocer el mecanismo de transformacién maligna de estos tumores y abre
nuevas perspectivas para el diagnostico oportuno de estos pacientes, asi como
el establecimiento en el futuro de alternativas terapéuticas innovadoras para
este tipo de tumores. La confirmacion en la expresion de estas proteinas
permitira el uso de marcadores tempranos para el diagnéstico oportuno del
CISt y a mediano plazo, se lograra proponer alternativas de induccién de la
diferenciacion de los gonocitos. Lo anterior podra disminuir el riesgo de
desarrollar seminoma, al abrir la posibilidad a futuro de la aplicacion de
programas de deteccion de riesgos, la disminucion de la frecuencia de la

enfermedad y una mayor selectividad de los tratamientos. Esto a su vez
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permitird la reduccion en los costos asistenciales de los pacientes en las
instituciones de salud generados por esta patologia y asi aumentar la calidad

de vida de la poblacién afectada.

9. Conclusiones

Los gonocitos de once pacientes con criptorquidia, no se diferenciaron y
siguieron expresando factores de pluripotencialidad e indiferenciacion (OCT3/4,
c-Kit y FA).

La disminucién del area de cordones/tubos seminiferos esta comprometida a la
presencia de marcadores como OCT3/4, C-Kit y FA, lo que sugiere que a
mayor cantidad de expresion de marcadores de pluripotencialidad e

indiferenciacién, mayor atrofia testicular.
Las alteraciones histopatoldgicas, presentes en tejidos testiculares de

pacientes con criptorquidia, no estan asociadas a la expresion de marcadores

de pluripotencialidad e indiferenciacion (OCT3/4, c-Kity FA).
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ANEXO |

DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

PATOLOGIAS CONSIDERADAS PARA EXCLUIR TEJIDOS DE LOS NINOS DEL
GRUPO CONTROL

Anencefalia

18Q

Labio leporino y paladar hendido

Nevo de celulas Basales

Hipogonadismo hipogonadotréfico

Sindrome de Beckwith-Wiedemann

Sindrome de insensibilidad a los andrégenos

Coffin-siris

Criptoftalmos

Enanismo distréfico

Dubowitz

Ellis-Van-Creveld

Hipopituitarismo

Distrofia de Vejiga-Cloaca

Sindrome de Kallman

Pancitopenia de Fanconi

Sindrome de persistencia de los conductos mullerianos

Hipoplasia femoral

Lowe (oculocerebrorenal)

Hidantonia fetal

Meckel-ambar

Fraser

Sindrome de Noonan

Hipoplasia pontemetafisiono gorlin

Sindrome de optiz optiz

Hallerman-steriff

Aplaria-lupoplanipituitaria

Klinefelter y variantes

Sindrome de Prader Willi

Robinson

Sindrome de Prune Belly

Rubeola

Sindrome de Roberts

Saethre-Chotzen

Rubinstein-Taybi

Seckel

Displacia dptica-reptica

Distrofia miotdnica steinert

Smith-Lemli-Opitz

Treacher-collins

Defectos enzimaticos testiculares

Trisomia 8

Triploidias

Trisomia 21 (sindrome de Down)

Trisomia 13

XYY

Trisomia 18 (Edwards)

Cerebro Hepatorenal

Wolf-hirschhorn 4P

5P (cri-du-chat)

Defectos de 5 alfa reductasa

21Q

3Q

Cirugia previa de hernioplastia

Epididimitis

Céncer con tratamiento de quimioterapia o radioterapia

Parotiditis

Fibrosis quistica

Criptorquidia adquirida

Torsién testicular

Varicocele

Hipospadia

Exposicidn a pesticidas

Trauma genital
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DIFERENCIACION DE GONOCITOS Y SU ASOCIACION
CON EL CARCINOMA IN SITU TESTICULAR.

ANTICUERPOS DE CARACTERISTICAS
PLURIPOTENCIALIDAD

OCT3/4 anticuerpo monoclonal hecho en raton y dirigido contra los aminoacido 1-134
del la proteina (sc-5279).

c-Kit anticuerpo monoclonal hecho en raton dirigido contra el amino terminal del
receptor (sc-70457).

FA anticuerpo policlonal hecho en ratén y dirigido contra los aminoacidos 18-
317 del amino Terminal de la proteina (sc-1666261)
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