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[. INTRODUCCION






Los Tumores de Células Germinales (TCG) del testiculo representan el 1%
de los tumores malignos del varén (1) y es el tipo de cdncer mas frecuente entre
los 15 y 34 afios, constituyendo el 28% del total de tumores (2). Su diagnoéstico es
de gran importancia ya que dejado a su evolucion natural lleva a la muerte al 85%
de los enfermos en el curso de 2 a 5 afios. Sin embargo, en la actualidad, es uno de
los tumores malignos con una supervivencia mayor, que ronda el 95% y ello es
debido al éxito del tratamiento multimodal que combinan la cirugia, la radioterapia
y la quimioterapia utilizando uno o varios de ellos (3).

Para el diagnoéstico, junto con la exploracion fisica se utiliza la ecografia
escrotal que es el método por excelencia con una sensibilidad cercana al 100%
aunque tiene una especificidad menor, limitada por condicionantes de la técnica
que es muy explorador dependiente (4). Los tumores de testiculo ademas
pertenecen al grupo de neoplasias capaces de producir los llamados “marcadores
testiculares” que pueden ser detectadas facilmente mediantes analitica de sangre.

El tratamiento inicial para todos los tumores testiculares de células
germinales es la Orquiectomia Radical via inguinal, con ligadura alta del cordon
espermatico. Los hallazgos histoldgicos determinan el tratamiento posterior, bien
vigilancia, radioterapia, quimioterapia o una combinacién de ellos. (5,6,7)

Hasta la fecha no hay una teoria definitiva que explique la etiologia y
patogenia de los TCG del testiculo, sin embargo, los datos clinicos y
experimentales disponibles en la literatura apoyan la hipdtesis de la intervencion
de factores congénitos en la carcinogénesis y también durante el desarrollo de la
célula germinal primordial, de factores ambientales o adquiridos que pueden
alterar el proceso de su diferenciacion normal. Existe una teoria que defiende que
la atrofia testicular puede ser el paso comun final de la cadena etiopatogénica, al
que conducen los distintos factores etioldgicos implicados en este tipo de tumor.

La patologia molecular del tipo de alteraciones cromosdmicas, factores de
proliferacién celular, oncogenes, etc., permiten acercarnos a un mayor
entendimiento de la fisiopatologia de este tipo de tumores, pudiendo en un futuro
cercano dejar de ser meros datos de aproximacion para ser datos veridicos de
diagndstico y prondstico de estos tipos de tumores. (8)

A pesar de seguir siendo imprescindible el estudio histopatologico de los
TCG, tanto macroscopico de la pieza de extirpacion quirargica y su clasificacion
histologica, se ha hecho imprescindible actualmente la inmunopatologia, ya que
gracias a la utilizacion de técnicas de inmunohistoquimica nos permite conocer
caracteristicas antigénicas tumorales que defines clones y subclones de células
neoplasicas con distinto significado histogénico e incluso con distinto
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comportamiento clinico y bioldgico y nos permite ayudar a diferenciar los distintos
tipos de TCG (9).

Por lo que se podria pensar que el uso racional de un panel de anticuerpos

en estrecha relacion con un contexto clinico-patologico puede ser de valor en la
interpretacion de estos tumores.
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II. OBJETIVOS
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Estudiar las caracteristicas anatomopatoldgicas de los tumores testiculares
tanto macroscopicas como microscopicas.

Valorar el grado de expresion de diferentes marcadores
inmunohistoquimicos: PBHCG, oFP, C-Kit, Ki-67, C-erb-B2, EGFR,
AEI1/AE3 en tumores de células germinales.

Valorar el grado de expresion de diferentes marcadores
inmunohistoquimicos: BHCG, oFP, C-Kit, Ki-67, C-erb-B2, EGFR,
AE1/AE3 en tejido peritumoral.

Estudiar la relacion entre el grado de expresion de diferentes marcadores
inmunohistoquimicos: BHCG, oFP, C-Kit, Ki-67, C-erb-B2, EGFR,
AEI1/AE3 en tumores de células germinales y en el tejido peritumoral a los
mismos.
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III. ANTECEDENTES
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1. EMBRIOLOGIA DEL APARATO GENITAL MASCULINO
Genitales Internos

Tanto el sistema reproductor masculino como el femenino proceden de la
porcion media de la cresta genital situada en la superficie posterior de la cavidad
embrionaria. La diferenciacion de esta cresta germinal en 6rganos masculinos o
femeninos se establece, para cada embrion, en el momento en que se unen el
espermatozoide y el ovocito.

En el embrién de 4 a 6 semanas hace su aparicion el mesonefros. La pareja
inicial de mesonefros estd formada por una serie de tibulos primordiales que
rapidamente establecen conexion con el conducto mesonéfrico (wolffiano)
elongado, que se extiende hacia abajo hasta un orificio situado en la porcion
cloacal del intestino primitivo. Los orificios de los conductos mesonéfricos se
dirigen hacia adelante para abrirse en el seno urogenital en ambos sexos, como
resultado del desarrollo del pliegue urorrectal a nivel de la raiz cloacal primitiva.
Este pliegue divide la cloaca primitiva en una seccidon anterior urogenital y una
seccion posterior intestinal.

Algunos de los tubulos mesonéfricos establecen conexiones con las
gbénadas, formando asi el globulo mayor (cabeza) del epididimo para el transporte
de los espermatozoides. Otros grupos de tubulos mesonéfricos se convierten en
estructuras vestigiales, dictulos aberrantes y paradidimos (érgano de Giraldés).
Eventualmente, el conducto mesonéfrico formara el cuerpo y cola del epididimo.
Las vesiculas seminales se forman a partir de evaginaciones de la pared de la
porciéon terminal de los conductos mesonéfricos. En el embridn masculino
totalmente desarrollado, la localizacion terminal del orificio del conducto
mesonéfrico (conducto deferente) se sitiia a nivel del coliculo seminal en la base
de la uretra prostatica. La gonada indiferenciada, que, eventualmente, se convertira
en un testiculo, utiliza asi el mesonefros y el conducto mesonéfrico como
estructura excretora. (10). Lamina [

Genitales Externos

Los genitales externos de ambos sexos se originan a partir de una zona
comun (eminencia genital), localizada en la superficie ventral media del cuerpo, y
en sentido cefalico en relacion a la depresion proctodeal (utriculo anal) situada
entre el ombligo y la cola. Esta eminencia se convierte en el tubérculo genital, que,
eventualmente, dard lugar al clitoris en la hembra y al pene en el varon. A las 5
semanas, una invaginacion ectodérmica de la membrana cloacal a nivel del
proctodeo forma una depresion vertical (depresion uretral), que se halla limitada
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en su extremo distal por un pliegue epitelial. El seno urogenital se abre en la
extremidad caudal de esta depresion, lugar donde el endodermo y el ectodermo se
ponen en contacto. A lo largo de la cara inferior del tubérculo genital aparecen dos
pliegues (uretrales) laterales y paralelos a la depresion uretral. Posteriormente, y
en situacion lateral y cefalica al tubérculo genital, aparecen dos elevaciones
paralelas que reciben el nombre de tubérculos labioescrotales. Estos tubérculos
formaréan los labios mayores en la hembra y el escroto en el varén. La depresion
uretral se halla separada del utriculo anal por un puente transversal de tejido (septo
urorrectal), que forma el perineo primitivo. La linea de cierre es el rafe perineal.
(11). Lamina II

Descenso Testicular

La cresta genital, situada en la pared posterior de la cavidad celomica,
contiene el testiculo primordial, y se extiende desde el VI segmento toracico hasta
el 11 segmento sacro. A la edad de 8 semanas, el testiculo, situado por debajo del
mesotelio (peritoneo primitivo), presenta un aspecto elongado y fusiforme, y se
halla en la cavidad celomica (futura cavidad abdominal).

El mesotelio forma dos pliegues: el superior o ligamento diafragmatico,
que se extiende hasta el diafragma, y el inferior o /igamento inguinal, que termina
en la pared abdominal inferior en el punto en que se desarrollara la bolsa inguinal
(futuro conducto inguinal). Esta evaginacién peritoneal de la pared abdominal
(proceso vaginal) no aparece hasta los 6 meses. En este momento, dicha
evaginacion crece hasta formar la bolsa inguinal, la cual, al final del séptimo mes,
ha adquirido el tamafio necesario para poder incluir el testiculo. Mientras tanto,
como resultado de la involucion o atrofia de la porcion craneal y del mesonefros
adyacente, el testiculo se ha movilizado y permanece suspendido del epididimo
por el mesorquio, que no es otra cosa que un pliegue de peritoneo primitivo.

Al final del séptimo mes, el testiculo atraviesa el conducto inguinal, aunque
no es raro que en el momento del nacimiento los testiculos se encuentren atn en
dicho conducto, terminando su descenso durante el periodo posnatal. Ldmina 111

El gubernaculum, conecta la extremidad superior del conducto de Wolf
(epidididimo), y en consecuencia el testiculo, con la pared abdominal inferior. La
insercion distal del gubernaculum se extiende hasta la regiéon de la bolsa
inguinal.(12)
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2. ANATOMIA DE LOS ORGANOS REPRODUCTORES
MASCULINOS

Sélo describiremos los testiculos, epididimos, vesiculas seminales y
conductos eyaculadores, conductos deferentes y el escroto, sin referirnos al pene,
prostata y glandulas periuretrales. (13)

Testiculos

Los testiculos, 6rganos primarios de la reproducciéon o goénadas, estan
suspendidos en el escroto por los tejidos escrotales (especialmente los musculos
dartos, de fibra lisa), y por las estructuras que forman los cordones espermaticos,
estando habitualmente el testiculo izquierdo algo més descendido (alrededor de 1
cm) que el del otro lado. El promedio de las dimensiones de los testiculos es de 4 a
5 cm de longitud, 2,5 cm de anchura y 3 cm de didmetro anteroposterior; su peso
varia entre 10,5 a 14 g. Cada testiculo tiene una forma elipsoidea, aplastada
lateralmente, y presenta una situacion oblicua en el escroto; el extremo superior
estd inclinado en sentido anterolateral, el extremo inferior en sentido
posteromedial. El borde anterior es convexo, el borde posterior casi recto y el
cordon espermatico estd adherido a este tltimo. El borde anterior, las caras interna
y externa y los extremos de los testiculos, son convexos, lisos y estan cubiertos por
la capa visceral de la tinica vaginal, por medio de la cual estan aislados de la capa
parietal y, por tanto, de los tejidos escrotales que estan por fuera. El borde
posterior estd recubierto solo parcialmente por esta membrana. El epididimo esta
situado a lo largo de la parte externa del borde posterior. Lamina IV

Epididimo

Estd constituido esencialmente por un conducto tortuoso que forma la
primera parte de la ruta eferente del testiculo. Este conducto esta plegado sobre si
mismo muy apretadamente bajo la forma de un cuerpo largo, delgado y aplanado,
adherido a la cara posteroexterna del testiculo. Estd constituido por una region
central o cuerpo, una parte superior agrandada o cabeza y una parte inferior que
termina en punta o cola. La cabeza estd conectada directamente con el polo craneal
del testiculo por los conductillos eferentes de la glandula; la cola esta unida al polo
caudal por tejido areolar y por un repliegue de la tinica vaginal. Las caras externas
de la cabeza y cola del epididimo estan recubiertas por la tinica vaginal y son por
tanto "libres"; el cuerpo esta también recubierto por dicha tinica excepto a lo largo
de su borde posterior. Un fondo de saco de la tunica vaginal, el seno del epididimo,
esta situado entre el cuerpo del epididimo y la cara externa del testiculo. Lamina V
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Hidatides

Sésiles y pediculadas. En el extremo superior del testiculo, inmediatamente
por debajo de la cabeza del epididimo, existe un cuerpo minusculo, oval y sésil,
denominado apéndice del testiculo o hidatide sésil, es un residuo del extremo
superior del conducto paramesonéfrico. En la cabeza del epididimo existe un
apéndice pequefio con su pediculo (a veces duplicado), el apéndice del epididimo o
hidatide pediculada, que se considera generalmente como un vestigio del
mesonefros.

El testiculo estd envuelto por la tinica vaginal, la tinica albuginea y la
tunica vascular.

Tinica vaginal

Es la extremidad inferior del proceso vaginal del peritoneo que, en el feto,
precede al descenso del testiculo desde el abdomen al interior del escroto. Después
de que el testiculo haya alcanzado el escroto, la parte craneal del proceso vaginal,
desde el anillo inguinal interno y hasta una corta distancia del testiculo, se contrae
y acaba obliterandose. La parte distal queda corno un saco cerrado, dentro del cual
se invagina el testiculo.

Tunica albuginea

Constituye una cubierta fibrosa para el testiculo. Es una membrana densa,
de un color blanco azulado, compuesta por haces entrecruzados de tejido fibroso
blanco.

Tinica vascular

Es la capa vascular del testiculo, constituida por un plexo de vasos
sanguineos unidos entre si por un delicado tejido areolar. Se extiende sobre la cara
interna de la tinica albuginea y cubre los tabiques testiculares y, por consiguiente,
forma un revestimiento para todos los lobulillos del testiculo.

Conductillos eferentes y epididimo

Los hechos descritos en la seccion precedente tienen lugar en la parte mas
arrollada de los tubulos seminiferos. Cuando éstos alcanzan los vértices de sus
lobulillos, estdin menos contorneados, adquieren una direccidn casi rectilineo y se
unen formando de 20 a 30 conductos rectos mas anchos, de aproximadamente 0,5
mm de didmetro. Los tibulos seminiferos rectos penetran en el tejido fibroso del
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Cuerpo de Highmoro y pasan hacia arriba y hacia atras formando en su ascenso
una espesa red de tubos anastomosados revestida por epitelio aplanado; esta red es
denominada red de Haller (rete testis). En el extremo superior del Cuerpo de
Highmoro estos tubos terminan en unos doce o veinte conductos, llamados
conductillos eferentes; perforan la tinica albuginea y pasan del testiculo al
epididimo. Su trayecto es al principio rectilineo; después se alargan y sumamente
arrollados forman una serie de masas conicas, conocidas como los lobulillos
epididimarios, los cuales unidos forman la cabeza del epididimo. Cada lobulillo
esta constituido por un Unico conducto, arrollado sobre si mismo, de unos 15 a 20
cm de longitud. Por el contrario, en la base de los lobulillos los conductos
desembocan en un conducto Unico, el conducto epididimario, cuyos complejos
arrollamientos forman el cuerpo y la cola del epididimo. Cuando estos
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arrollamientos son estirados, este conducto mide algo mas de 6 m de longitud; va
aumentando de diametro y grosor conforme se acerca a la cola del epididimo
donde se convierte en conducto deferente. Los arrollamientos estan unidos entre si
por un tejido areolar fino y por bandas de tejido fibroso. Debe tenerse en cuenta
que el cuerpo y la cola del epididimo estan constituidos por un solo conducto.

Capsula Testicular

Las cubiertas del testiculo citdndolas por orden desde la superficie hacia la
profundidad son: piel, el musculo dartos, la aponeurosis perineal superficial, las
fascias espermaticas externa e interna con la fascia cremastérica interpuesta, la
hoja parietal de la tunica vaginal, entre ésta y la hoja visceral, un espacio capilar,
la tunica albuginea y la tunica vascular. Las tres Gltimas capas constituyen lo que
se denomina cdpsula testicular, concepto que ha alcanzado un considerable
significado como resultado de la reciente demostracion de un elemento contractil
en lo que habitualmente era considerado como una estructura inerte y en gran parte
de tejido fibroso. En la tunica albuginea se han descrito abundantes terminaciones
nerviosas vegetativas en relacion con los vasos sanguineos y, asimismo, se ha
demostrado la presencia en el hombre de células musculares lisas.

Vasos y nervios

Las arterias testiculares. Son dos largos y finos vasos que se originan en la
cara anterior de la aorta, algo mas abajo de las arterias renales

Las venas testiculares surgen del dorso de los testiculos y reciben
tributarios del epididimo; se unen para forma una masa convoluta, el plexo
pampiniforme, que es el principal constituyente del cordon espermatico y que
asciende en el mismo por delante del conducto deferente. Por debajo del anillo
inguinal externo. Las venas del plexo estan drenadas por tres o cuatro vasos que
pasan a lo largo del conducto inguinal, entran en el abdomen a través del anillo
inguinal interno y convergen en dos venas que se dirigen hacia arriba por delante
del psoas mayor y del uréter y por detras del peritoneo, una a cada lado de la
arteria testicular. Estas dos venas se convierten en un vaso unico, que en el lado
derecho desemboca en la cava inferior formando un angulo agudo un poco por
debajo del nivel de las venas renales, y en el izquierdo finaliza en la vena renal
izquierda formando un angulo recto.

Los vasos linfaticos del testiculo desembocan en los ganglios linfaticos pre
y lateroadrticos
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Conducto Deferente

El conducto deferente es la continuacion del conducto epididimario.
Comienza en la cola del epididimo, siendo muy tortuoso al principio, pero
gradualmente se hace mas rectilineo, ascendiendo a lo largo del borde posterior del
testiculo y de la cara interna del epididimo. A partir del polo superior del testiculo
se dirige en sentido ascendente por la parte posterior del cordon espermatico y
discurre por el conducto inguinal hasta el anillo inguinal profundo. Al llegar aqui
se separa de las otras estructuras del cordon espermatico, se incurva alrededor de
la cara externa de la arteria epigastrica inferior y asciende unos 2,5 cm por la cara
anterior de la arteria iliaca externa. Seguidamente, se dirige hacia atrds y
ligeramente hacia abajo y cruzando oblicuamente los vasos iliacos externos,
penetra en la pelvis menor, donde prosigue en direccion posterior entre el
peritoneo y la pared externa de la pelvis y por la cara interna de la arteria umbilical
obliterada, el nervio y vasos obturadores y los vasos vesicales. Entonces cruza el
uréter y, alcanzando la cara medial de este conducto, se incurva en angulo y
discurre interna y ligeramente hacia delante entre la superficie posterior de la
vejiga y el extremo superior de la vesicula seminal, se dirige hacia abajo y hacia la
linea media en contacto con ella y gradualmente se aproxima al otro conducto
deferente. En este punto esta situado entre la base de la vejiga y el recto, del cual
estd separado por la fascia rectovesical. Finalmente, se dirige hacia abajo, hacia la
base de la préstata y se une en angulo agudo con el conducto de la vesicula
seminal para formar el conducto eyaculador.

Vesiculas seminales y Conductos Eyaculadores

Las vesiculas seminales son dos tubos retorcidos y saculados, situados
entre la cara posterior de la vejiga y el recto. Cada vesicula tiene alrededor de unos
5 cm de longitud y tiene una forma més o menos piramidal, con la base dirigida
hacia atrds, hacia arriba y externamente. Estd constituida por un tubo unico,
arrollado sobre si mismo, dando lugar a diversos diverticulos irregulares; los
distintos arrollamientos, asi como los diverticulos, estan unidos entre si por tejido
fibroso. El conducto tiene un didmetro de 3 a 4 mm y su longitud, una vez
desenrollado, varia de 10 a 15 cm; su extremo superior acaba en fondo de saco; su
extremo inferior va disminuyendo de calibre hasta formar un conducto estrecho y
rectilineo que se une con el correspondiente conducto deferente para formar el
conducto eyaculador. La cara anterior esta en contacto con la cara posterior de la
vejiga, extendiéndose desde las proximidades de la terminacion del uréter hasta la
base de la prostata. La cara posterior esta en contacto con el recto, del cual estd
separada por la fascia rectovesical. Las vesiculas por su extremo superior divergen
una de la otra y estan en relacion con los conductos deferentes y las terminaciones
de los uréteres, y estan recubiertas en parte por el peritoneo. Cada una de ellas esta
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envuelta en una vaina densa fibromuscular. A lo largo del borde medial de cada
vesicula discurre la ampolla de un conducto deferente. Externamente a las
vesiculas pasan las venas del plexo venoso prostatico para unirse posteriormente a
la vena iliaca interna. Lamina VI

Las arterias que irrigan las vesiculas seminales proceden de las arterias
vesical inferior y hemorroidal media. Las venas y vasos linfaticos acompanan a las
arterias. Los nervios proceden de los plexos pélvicos.
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conducto
deferente

Vesicula seminal

Conducto eyaculador

Cresta uretral
Orificio del

utriculo.
prostéatico -

Lamina VI. Tomado de Gray Anatomy.Williams&Warwick.Tomo 11

Los conductos eyaculadores, uno a cada lado del plano medio estan
constituidos por la unién del conducto de la vesicula seminal con la parte terminal
del conducto deferente y tienen una longitud aproximada de 2 cm. Se inician en la
base de la prostata, discurren en sentido anteroinferior entre el 16bulo medio y el
derecho (o izquierdo) de la misma, pasan a lo largo de los lados del utriculo
prostatico y terminan en el coliculo seminal, en unos orificios como hendiduras, o
justamente dentro de los bordes de apertura del utriculo. Los conductos
disminuyen de tamafio y, asimismo, sus terminaciones convergen hacia delante.

Cordon espermatico y sus cubiertas

Cuando el testiculo desciende a través de la pared abdominal hasta el
escroto, arrastra consigo sus vasos y nervios y el conducto deferente. Estas
estructuras coinciden en el anillo inguinal profundo y todas juntas constituyen el
cordon espermdatico, que mantiene suspendido el testiculo en el escroto y se
extiende desde el anillo inguinal profundo hasta el borde posterior del testiculo; el
cordon espermatico izquierdo es un poco mas largo que el derecho. Entre el anillo
inguinal superficial y el testiculo, el cordon es anterior al tendon redondeado del
adductor mediano y aqui es cruzado ventralmente por la arteria pudenda externa
superficial y dorsalmente por la arteria pudenda externa profunda. El cordén
espermatico atraviesa el conducto inguinal teniendo como relaciones las paredes
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del mismo y el nervio abdominogenital menor que pasa por debajo de él. Al pasar
a través del conducto inguinal adquiere unas cubiertas procedentes de las capas de
la pared abdominal. Estas cubiertas se extienden hacia abajo dentro de la pared del
escroto y se denominan fascias espermdtica interna, cremastérica y espermatica
externa.

Las arterias del cordon espermatico son la espermatica, la cremastérica y
la deferente. Las venas testiculares y los vasos linfaticos del testiculo se
corresponden a las arterias. Los mnervios son el ramo genital del nervio
genitofemoral, el nervio cremastérico y el plexo testicular del simpatico, unidos
por ramificaciones procedentes del plexo pélvico que acompafian a la arteria
deferente.

Escroto

El escroto es un saco cutdneo y fibromuscular que contiene los testiculos y
la parte inferior de los cordones espermaticos, que estd colgando debajo de la
sinfisis pubica y por delante de la parte superior de los muslos. Su superficie
dividida en dos mitades, derecha e izquierda, por un saliente cutaneo o rafe, que se
continua anteriormente con la superficie inferior del pene, y dorsalmente a lo largo
de la linea media del periné hasta el ano. La piel escrotal es muy delgada, de un
color oscuro y muchas veces formando pliegues o arrugas. Esta poblada de pelos
rizados distribuidos regularmente, cuyas raices son visibles a través de la piel; esta
provista de glandulas sebaceas, cuya secrecion tiene un olor peculiar. También
posee numerosas glandulas sudoriparas, células pigmentarias y terminaciones
nerviosas que responden a la estimulacion mecanica de los pelos y de la piel y a
las variaciones de la temperatura ambiental. Carece de tejido adiposo subcutaneo.

El musculo dartos es una delgada capa de fibras musculares lisas, que se
continua alrededor de la base del escroto con la fascia superficial de la ingle y del
periné. Envia dentro y en sentido sagital el fabique del escroto, que conecta el rafe
con la superficie inferior de la raiz del pene y divide al escroto en dos cavidades
para los testiculos. El tabique escrotal estd formado por todas las capas de la pared
escrotal, a excepcion de la piel que constituye una cubierta continua para todo el
escroto. El musculo dartos estd intimamente unido a la piel, pero estd conectado
con las partes subyacentes por un delicado tejido areolar, por medio del cual le es
posible moverse con gran independencia. Lamina VII

Las arterias que irrigan el escroto son las pudendas externas, ramas de la
arteria femoral las ramas escrotales de la arteria pudenda interna, y la
cremastérica, rama de la arteria epigastrica inferior. El plexo subcutaneo de los
vasos escrotales es denso y aporta un abundante flujo sanguineo que lleva a cabo
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una pérdida de calor. Las anastomosis arteriovenosas del tipo sencillo pero de gran
calibre son notables.

Las venas siguen el curso de las correspondientes arterias. Los vasos
linfaticos desembocan en los ganglios linfaticos inguinales.

Los nervios son el abdominogenital menor y el ramo genital del
genitofemoral, los dos ramos escrotales posteriores del nervio perineal y el ramo
perineal del nervio cutdneo posterior del muslo.
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3. HISTOLOGIA DEL TESTICULO
Estructura del testiculo

La cubierta superficial del testiculo es una capa de células mesoteliales
planas similar a la que recubre la cavidad peritoneal. Algunos autores consideran
estas células mesoteliales como remanentes del epitelio "germinal". La estructura
glandular interna estd formada por los lobulillos del testiculo. Su nlimero, en el
testiculo humano, se calcula entre 200 y 300. Estos lobulillos difieren de tamafo
de acuerdo con su posicion, siendo los del centro del testiculo mas grandes y mas
largos. Cada lobulillo contiene de uno a tres, o mas tubulos seminiferos,
contorneados diminutos. Cuando estos Ultimos son aislados por medio de una
cuidadosa diseccion bajo el agua, unos se ven comenzar con extremos ciegos libres
y otros con anastomosis entre ellos. Actualmente se acepta de modo general esta
descripcion. Estan inmersos en un tejido conjuntiva laxo que contiene grupos
dispersos de células intesticiales de Leydig que contienen granulos de pigmento
amarillo. E1 nimero total de tibulos en cada testiculo se calcula entre 400 y 600, y
la longitud de cada uno de ellos es de 70 a 80 cm. Su didmetro varia de 0,12 a 0,3
mm. Los tibulos son de color palido en la juventud, pero en los ancianos
contienen mucha materia grasa, por lo que adquieren un tinte amarillo oscuro.

Cada tabulo estd constituido por una membrana basal formada por tejido
conjuntivo laminar que contienen numerosas fibras elasticas, con células aplanadas
entre las capas y recubierto externamente por una capa de células epitelioides
aplanadas.

Conforme se avanza en edad la membrana basal se hace mds gruesa y
densa. Por dentro de la membrana basal esta el epitelio del tibulo seminifero, que
esta constituido por dos elementos, uno espermatogenico y el otro de sostén, en el
mas amplio sentido de la apalabra y no solamente en sentido mecanico. El primer
grupo incluye, en el testiculo activo, unas células ordenadas desde la
espermatogonia y sus formas derivadas, espermatocitos y espermatides hasta su
ultimo producto, los espermatozoides maduros.

Entre las espermatides puede haber también cuerpos residuales. Estos son
estructuras esféricas derivadas de las espermatides, de las cuales se han separado
los cuerpos que contienen residuos membranosos y mitocondriales, asi como
numerosos ribosomas libres. Su papel exacto en la espermatogénesis no estd
clarificado todavia, a pesar de los intensos estudios, pero parece ser estan
involucrados en la regulacion de la espermatogénesis; sufren una autdlisis y quizas
una fagocitosis por las células de sostén, a medida que los espermatozoides
maduros son liberados. (14)
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Las espermatogonias son las células base de las que derivan todos los
espermatozoides, y ellas mismas descienden de aquellas células germinales
primordiales que llegan y se multiplican en los cordones genitales del testiculo en
desarrollo, donde a veces son denominadas gonocitos. En el testiculo
completamente diferenciado estan situadas a lo largo de la membrana basal de los
tubulos seminiferos.

Los espermatocitos primarios, conteniendo un contenido cromosémico
diploide, se dividen para formar espermatocitos secundarios con un contenido
haploide de cromosomas; ello constituye la division nuclear denominada meiosis.
A su vez, los espermatocitos secundarios sufren la segunda division meiotica para
formar espermdtides. Ambos tipos de espermatocitos y espermatides sufren una
seriec de cambios, reconocidos principalmente por las actividades nucleares,
aunque por supuesto en esto ultimo le acompafian profundas modificaciones en el
soma de cada espermatide hasta llegar a ser los espermatozoides maduros
flagelados.

Los espermatocitos primarios pasan por un estadio final o proleptoténico,
seguido por los estadios leptoténico, cigoténico, paquiténico y diploténico, los
cuales pueden ser identificados. Los espermatocitos secundarios se dividen mucho
mas rapidamente en espermatides.

Las espermdtides maduran gradualmente y se convierten en
espermatozoides a través de una serie de modificaciones nucleares y citoplasmicas,
habiendo sido identificados los distintos estadios de acuerdo con la forma del
nucleo, pudiendo reconocerse generalmente espermatides '"redondas" 'y
"alargadas". Con su desarrollo la multiplicacién espermatogénica es habitualmente
considerada como dirigida hacia un fin. Asi, se puede ahora apreciar que el
espectro de tipos de células identificables en el epitelio seminifero es de una gran
complejidad, debiendo anadirse a éstos los elementos de sostén del epitelio.

Las células de sostén o soporte (de Sertoli), son los Unicos elementos no
germinales de la compleja poblacion de los tubulos seminiferos. Son células algo
polimorficas, tanto en sus caracteristicas nucleares como somaticas. Han sido el
sujeto de muchas controversias, y en los tibulos seminiferos en desarrollo han sido
identificados una variedad de tipos de células de sostén, que no entran en la
categoria de las de Sertoli. Sin embargo, se da por sentado que la mayor parte de
las células no germinales de los tubulos del testiculo funcionante de los mamiferos
adultos estan limitadas a este tipo. Estas células de sostén estin situadas en la
membrana limitante de los tubulos, ocupandola casi toda, con exclusion de alguna
espermatogonia ocasional. En cortes tangenciales son células poligonales; en
cortes transversales son casi irregulares, pero aproximadamente cilindricas. Sus
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perfiles apicales son, sin embargo, mas complicados por presentar recesos en los
que las espermatides y espermatozoides se acomodan hasta que estos ultimos estan
lo suficientemente maduros como para liberarse; también se extienden
prolongaciones citoplasmicas entre las espermatogonias y espermatocitos. Esta
disposicion sugiere marcadamente que las células de sostén mantienen una
cohesion estructural entre los variados elementos del epitelio. La microscopio
electrénica ha refutado el antiguo punto de vista de que estas células formaban un
sincitio, revelando que sus superficies contiguas de hecho estan unidas entre si por
una variedad de contactos especializados parecidos, ligeramente, a las uniones
celulares "apretadas". El nucleo es irregular, a veces dentado, y débilmente
positivo a la tincion de Feulgen. Contiene uno o dos nucléolos pironinofilicos,
pudiendo ser tres, y constituyendo un nucleolo y dos cuerpos electrondensos. El
citoplasma contiene abundantes organelas, particularmente mitocondrias, reticulo
endoplasmico, granulos de secrecidn, complejos de Golgi, ribosomas,
microfilamentos y microtiibulos. Esta tltima formacion, presumiblemente un tipo
de citosqueleto, podria ser también un factor en el efecto de cohesion de las células
de sustentacioén en otros epitelios unidos. Este y otros detalles sugieren también
que estas células ejercen una influencia metabodlica en relacion con los elementos
germinales; se consideran, en suma, como fagocitos y quizd para ejercer una
influencia endocrino. Estos mismos sufren cambios considerables durante el ciclo
espermatogénico y estan influidos por las hormonas hipofisarias LH y FSH.
Juegan también cierto papel en el mecanismo de la barrera testiculo-hemadatica.

(15)
Conductillos eferentes

Los conductillos eferentes estan revestidos por epitelio cilindrico ciliado y
tienen dispuestas circularmente en sus paredes una delgada capa de fibras
musculares. En el conducto epididimario la capa muscular se hace mas gruesa y el
epitelio es cilindrico seudostratificado. Las células superficiales (15 um) tienen
largas microvellosidades, regulares, con un didmetro aproximado de 0,2pm.
Debido a su semejanza aparente a los cilios, estas estructuras son a menudo
denominadas estereocilios, pero carecen de la morfologia ultraestructural
caracteristica de los cilios moviles.

Tejido intersticial testicular

Las células intersticiales del testiculo, habitualmente denominadas células
de Leydig incluyen también otras variadas células, algunas del tipo del tejido
conjuntiva, junto con los vasos y nervios situados entre los tibulos seminiferos. El
origen de las células intersticiales especificas (de Leydig) es probablemente
mesenquimatoso, pero también se ha sefialado que pueden proceder del blastema
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mesonéfrico. Estas células aisladas o agrupadas existen en el tejido intertubular de
muchos vertebrados incluido el hombre. Son células grandes, poliédricas, con un
nucleo excéntrico que contiene de uno a tres nucléolos y poseen un citoplasma
escaso que forma mal los colorantes. Contienen abundante reticulo endoplasmico
liso (rico en acido ascdrbico), vacuolas conteniendo grasas, fosfolipidos y
colesterol, pareciéndose en muchos aspectos a las células intersticiales del ovario,
a las células amarillas del cuerpo luteo, y a las células de la corteza suprarrenal. Su
efecto masculinizante fue demostrado hace casi unos cien afios, pero las dudas
sobre si son la unica fuente de andrégenos testiculares todavia no han sido
completamente eliminadas. La mayoria de las evidencias experimentales han
demostrado la carencia de funciones endocrinas de este tipo en los tibulos en vez
de probar que las células intersticiales son el origen de los androgenos. Sin
embargo, se acepta de modo general que secretan androgenos, no pudiendo en la
actualidad atribuirselas ninguna otra funcion. Estas células son autoestimuladas en
su actividad por la hormona estimulante de las células intersticiales (ICSH,
idéntica a la LH) y posiblemente por la hormona foliculoestimulante (FSH) del
l6bulo anterior de la hipofisis cerebral. En las criptorquidias, donde los testiculos
estan retenidos en el conducto inguinal y por tanto sujetos a un ambiente de mayor
temperatura, el nivel de produccion de androgenos, asi como de espermatozoides,
esta deprimido, sin que, a pesar de ello, se hayan apreciado cambios morfoldgicos
en las células intersticiales. Los andrégenos estimulan el crecimiento y actividad
de las glandulas accesorias del aparato genital masculino (prostata, vesiculas
semanales y glandulas bulbouretrales) y asimismo los cambios sexuales
secundarios en la pubertad, crecimiento del vello facial, axilar y pubiano,
agrandamiento de la laringe y de los senos aéreos paranasales y el crecimiento
adicional caracteristico del esqueleto del varon. La mayoria de estos cambios son
inhibidos por estrogenos (cuando se encuentran en cantidad suficiente),
especialmente cuando la secrecion androgénica estd disminuida, como ocurre en
algunos casos de eunucoides. La proporcion de células intersticiales (de Leydig)
respecto a los otros componentes del tejido intertubutar sufre variaciones de
acuerdo con las diferentes edades y en ciertas condiciones clinicas. Tras un
periodo inicial de multiplicacion en el inicio de la vida fetal, parecen atrofiarse en
la época del nacimiento, aunque hay algin desacuerdo en si en ese momento
desaparecen o estan simplemente disminuidas en numero en el periodo posnatal
inmediato. Generalmente se esta de acuerdo en que reaparecen en el periodo
prepuberal y desarrollandose quizas a partir de células mesenquimatosas.

Conducto Deferente
La pared del conducto deferente tiene las capas habituales de tales

conductos, areolar externa, muscular intermedia y mucosa interna. La capa
muscular es gruesa y de fibras lisas, dispuesta en un estrato longitudinal externo y
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otro circular interno. Existe también una capa longitudinal interna en el inicio del
conducto. Todos los estratos musculares estan entremezclados en una notable
extension. La tinica mucosa interna esta dispuesta en pliegues longitudinales. El
epitelio es cilindrico, sin cilios en la mayor parte del conducto; una porcion
variable hacia el final del conducto posee un epitelio bilaminar de células
cilindricas, mostrando la parte superficial estereocilios inmodviles. Muchas de las
células epiteliales cilindricas son secretoras por naturaleza;

Vesiculas seminales

Las vesiculas seminales poseen tres capas: una areolar externa, una
muscular media, mas delgada que la del conducto deferente y dispuesta en dos
estratos (una externa longitudinal y otra interna circular), y una capa mucosa
interna que tiene una estructura reticular. El epitelio es cilindrico y en los
diverticulos se encuentran células caliciformes, cuya secrecion constituye una gran
parte del liquido seminal. La secrecion es ligeramente alcalina y contiene fructosa
(que abastece los requerimientos energéticos de los espermatozoides) y una
enzima coagulante (vesiculasa). Las vesiculas seminales no constituyen un
reservorio para los espermatozoides, los cuales saliendo del testiculo quedan
almacenados en el epididimo (y posiblemente en la ampolla del conducto
deferente). Las vesiculas se contraen durante la eyaculaciébn y su secrecion
constituye la mayor parte del volumen del liquido eyaculado. La microscopia
electrénica de la mucosa de la vesicula seminal humana ha revelado un segundo
tipo de células epiteliales entre las células cilindricas. Se trata de unas pequefias
células estrelladas, situadas generalmente entre las porciones basases de las células
cilindricas, las cuales contienen pocas organelas citoplasmaticas. Las células
cilindricas tienen microvellosidades en la superficie que limita la luz del conducto,
contienen numerosas mitocondrias, un reticulo endoplasmico rugoso bien
desarrollado y un aparato de Golgi caracterizado por sus numerosas vacuolas
secretoras.

Conductos eyaculadores

Las paredes de los conductos eyaculadores son delgadas. Estan constituidas
por: una capa fibrosa externa, la cual desaparece casi completamente mas alld de
la entrada de los conductos en la préstata, una capa de células musculares lisas
consistente en una capa externa circular delgada y otra capa interna longitudinal, y
una mucosa cubierta de epitelio cilindrico
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Cordon espermatico

El cordon espermatico estd compuesto por arterias, venas, vasos linfaticos,
nervios y el conducto deferente, unidos entre ellos por tejido areolar.
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4. NEOPLASIAS TESTICULARES O TUMORES DE CELULAS
GERMINALES

Los tumores de células germinales (TCG) del testiculo representan el 1%
de los tumores malignos del varén (1) y es el tipo de cancer mas frecuente entre
los 15 y 34 afos, constituyendo el 28% del total de tumores (2). Su diagndstico es
de gran importancia ya que dejado a su evolucion natural lleva a la muerte al 85%
de los enfermos en el curso de 2 a 5 afios. Sin embargo, en la actualidad, es uno de
los tumores malignos con una supervivencia mayor, que ronda el 95% y ello es
debido al éxito del tratamiento multimodal que combinan la cirugia, la radioterapia
y la quimioterapia utilizando uno o varios de ellos (3).

Las neoplasias de células germinales predominan en jovenes (35-45 afios),
con excepcion del seminoma espermatocitico. Su incidencia aumento
progresivamente en el siglo XX; presentan variaciones raciales (EEUU: menor
incidencia en poblacion no blanca) y son mas frecuentes en clases sociales altas y
profesionales. En Espafia su incidencia se situa entre 0,5 y 1,9 casos por cada
100.000 habitantes/afio. (16)

Diagnéstico

Para el diagnostico, junto con la exploracion fisica se utiliza la ecografia
escrotal que es el método por excelencia con una sensibilidad cercana al 100%
aunque tiene una especificidad menor, limitada por condicionantes de la técnica
que es muy explorador dependiente (4). Los tumores de testiculo pertenecen al
grupo de neoplasias capaces de producir los llamados “marcadores testiculares”,
que son proteinas facilmente medibles por Radioinmunoensayo (RIA) y que
presentan una elevada sensibilidad y una relativa especificidad, siendo €stos de dos
tipos: sustancias oncofetales que se producen tan solo durante el desarrollo
embrionario (alfafetoproteina y gonadotropina corionica) y enzimas celulares
(lactatodeshidrogenasa, fosfatasa alcalina placentaria y gammaglutamil
transpeptidasa), aunque €stos ultimos no han contribuido de forma significativa al
manejo de los pacientes con tumor testicular (17).

Etiopatogenia

Hasta la fecha no hay una teoria definitiva que explique la etiologia y
patogenia de los TCG del testiculo; sin embargo, los datos clinicos y
experimentales disponibles en la literatura apoyan la hipotesis de la intervencion
de factores congénitos en la carcinogénesis y también durante el desarrollo de la
célula germinal primordial de factores ambientales o adquiridos que pueden
alterar el proceso de su diferenciacion normal. Se han propuestos factores
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congénitos: criptorquidia, historia familiar de TCG, ciertos haplotipos HLA, el
sindrome de Marfan, sindrome de Down, sindrome de nevus displasicos,
probablemente el sindrome de Li-Fraumeni, factores raciales y factores
adquiridos: estrogenos, agentes infecciosos (Parvovirus B19, infeccion
herpética,...), agentes quimicos, infertilidad, traumatismos, atrofia testicular.

Existen situaciones bien definidas de aumento de riesgo de tumores
testiculares de células germinales. Entre ellos la criptorquidia es el factor mejor
establecido, encontrdndose un 10% de tumores de células germinales con un
antecedente de criptorquidia. A su vez la criptorquidia implica de 10 a 14 veces
mayor riesgo de padecer un tumor de células germinales. Este mayor riesgo parece
deberse a la situacion de disgenesia en testiculos criptorquidicos e implica unas
medidas de prevencion, realizando biopsias testiculares bilaterales en pacientes
criptorquidicos entre los 18-20 afios.

Otro factor de aumento de riesgo es la existencia de un tumor germinal
testicular previo, con mayor riesgo incluso si el testiculo residual es atrofico o
criptorquidico o existen antecedentes en la historia familiar. Por tanto, es
preceptiva la realizacion de biopsia del testiculo contralateral indicada al tiempo de
la orquiectomia inicial.

Una historia familiar de tumores testiculares de células germinales también
constituye un mayor riesgo, asi como, ciertos sindromes intersexuales (disgenesia
gonadal con cromosoma Y, insensibilidad a los androgenos y feminizacién
testicular) y la infertilidad oligozoospérmica que es el menos establecido de los
cinco factores de riesgo.

Multifocalidad

A pesar de no ser tan habitual como en otros dérganos urologicos, los
tumores germinales testiculares también pueden ser multiples. Lo mas frecuente es
la bilateralidad, entre el 1 y el 4% y se presentan de forma metacronica en mas del
75% y del mismo tipo histoldgico, salvo aisladas excepciones (18,19,20). Esta
prevalencia sigue incrementandose desde la introduccion de la quimioterapia
sistemica con Cis-platino.

Existe la teoria de que la atrofia testicular puede ser el paso comun final de
la cadena etiopatogénica, al que conducen los distintos factores etioldgicos
implicados en este tipo de tumor. La atrofia testicular reduciria la inhibicion
feedback que normalmente produce el testiculo sobre el hipotalamo, debido a la
falta de produccion de inhibina, originando un incremento de la liberacion de
gonadotropinas a nivel hipotalamico e hipofisario, particularmente la FSH. Esta
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hormona acelera la proliferacion celular de las espermatogonias residuales y, por
tanto, incrementa el riesgo de pérdida cromosdmica a partir de células
tetraploidicas inestables de una NICG. Con un menor tiempo para reparar la lesion
del DNA causado por mutdgenos ambientales, las gonadotropinas promueven la
evolucion clonal de estas células y la trasformacion de una NICG en un carcinoma
testicular invasivo. Este hecho suele suceder en el 50-70% de los casos a los 5
afos. La pérdida inicial de cromosomas (material genético) convertirira una NICG
inestable (tetraploide, 4,2,N) en un seminoma invasivo (3,6,N) y las pérdidas
sucesivas en un tumor no seminomatoso (2,8,N). Estos datos apoyarian la teoria de
la histogénesis comun del tumor germinal propuesta por Ewing y Friedman,
quienes defendieron que todos los tumores germinales pasaban por una fase de
seminoma. De la célula germinal se desarrollaria la NICG, de ésta el seminoma,
después tipos combinados seminoma-no seminoma (como el teratoma maligno) y
con ultimo escalon se desarrollaria el tumor seminomatoso. El Gnico tumor no
explicable por esta hipdtesis es el seminoma espermatocitico.

Una segunda teoria citogenética fue la propuesta por Pierce y Abell, segiin
la cual, seminoma y no seminoma se desarrollaban independientemente de la
célula primordial germinal y se denomind teoria dualista. (21)

Mostofi afirmé que todos los tipos celulares pueden provenir directamente
de la célula germinal, sin necesidad de un paso obligado por un tipo especifico
previo, aunque no niegue tal posibilidad y esto estaria apoyado por el hallazgo de
NICG en la mayoria de tipos de tumores de células germinales (22).

Ulbright presenta el esquema (Figura 1) de la patogénesis de los tumores a
partir de NICG que es el de mayor aceptacion (23,24)

Los TCG son pluripotenciales mostrando una diferenciacion a tejidos
embrionarios y extraembrionarios (25). Histologicamente, y de manera sencilla se
clasifican en seminomas y tumores no seminomatosos, derivando ambos de un
estadio preinvasivo llamado neoplasia intratubular de células germinales (26). Este
término se refiere a la lesion iniciamente descrita por Skakkebaek (27) como
“carcinoma in situ” o formas “diferenciadas” de neoplasia intratubular de células
germinales (NICQG) y sirve como paradigma para el concepto de progresion desde
neoplasia incipiente o preinvasiva. Es claro que la NICG es la lesion precursora de
todos los tipos de TCG, al menos aquellos derivados de las gonadas en la época
postpuberal. Fueron un grupo de patodlogos entre los que se encontraban los Dres.
Scully, Juan Rosai, FKK Mostofi y Robert Lurman los que establecieron que la
nomenclatura correcta era en ese tipo de lesion la de Neoplasia Intratubular de
Células Germinales (NICGQG) inclasificado porque no procedia de diferenciacion
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epitelial y estaba asociada a todos los tipos de TCG con la excepcion de seminoma
espermatocitico.(28)

FIGURA 1. Patogénesis de las neoplasias testiculares germinales.(Ulbright, 1999)

sernlnoma YTLI"':”gr R urmer
|mratubular ol a8t Yolk Sac

intratugLlar /'
SQ minora T

esperrnatucﬂu:o

semmoma garkinoma

emerignaric
1 AFF’ s
célula R '. semihama con carcinoma 1 _ [ teratoma | [ reratoma
germinal { RiGG {» SEMINOMA diterengiacitin precoz | smprinnaric inmachure madurao
carcinomatosa
l \ CArCinoma carcinama

embronaria embrionario

turmor mmroma inlratabular e il
Yolk Sac | mfantll
infantil

aminoma
+ sincitroirotoblasto

/

enfermedad
intsatubular \
Birs corioCarcinama

trofobldstica -

ADAPTADO DE ULBARIGHT: TESTICULAR AND PARATESTICULAR TUMOARS
i DIAGHNOSTIC SURGICAL PATROLOGY Srd ED: 10498

Figura 1

Los TCG han sido los tumores urolégicos menos estudiados desde el punto
de vista de la patologia molecular e inmunohistoquimica, tal vez por su baja
incidencia y por el gran impacto que ha representado la poliquimioterapia en los
protocolos terapéuticos actuales, con cifras de curacion cercanas al 95%.

Existen sin embargo, ciertos elementos que hacen sospechar la importancia de
las bases moleculares y genéticas en la etiologia de estos tumores (8,29), entre
ellos encontramos:

e Diferencias raciales en su incidencia, siendo mas frecuente en paises del
norte de Europa.

e La aparicion de casos bilaterales y familiares.

e Elevada incidencia en individuos con malformaciones genitales (disgenesia
gonadal).

e El probable origen del tumor a partir de una célula totipotencial.
e La convivencia de diferentes tipos celulares en un mismo tumor.
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e La existencia de una pequefia proporcion de pacientes que muestran una
resistencia a la quimioterapia.

Todo esto implica que el estudio de la patologia molecular de los tumores de
células germinales es importante, para caracterizar la patogenia de los diversos
tumores y alcanzar una mayor comprension en su desarrollo y diagndstico precoz.

Incidencia familiar y cancer de testiculo

Numerosos estudios apoyan el origen de factores genéticos en la
predisposicion familiar de los TCG. Asi Forman et al (30) refieren que el riesgo de
desarrollar cancer testicular en hermanos de un paciente diagnosticado de TCG es
10 veces superior que el resto de la poblacion y 4 veces mas, en la transmision
padre a hijo, apareciendo en estos Ultimos la neoplasia mucho mas tempranamente
que su progenitor.

También se ha demostrado que un hombre con TCG tiene un alto riesgo de
desarrollar un cancer contralateral. La presencia de enfermedad bilateral junto a la
incidencia familiar apoya la predisposicion genética de este tipo de tumor, o bien
una mayor susceptibilidad a la exposicion comun de agentes carcinogénicos.

Patologia molecular

Los estudios experimentales demuestran que en general los TCG pasan por
diversos estadios de desarrollo, distinguiéndose tres fases (31):

e Iniciacion.

e Promocion.

e Progresion.

La fase de iniciacion representa un simple evento, que puede ser achacable a la
exposicion a un carcindgeno, virus, mutacion genética, en la mayoria de los casos
"aletargada" y solo estimulos repetidos provocan una expansion clonal de células
tumorales.

La promocion puede ser activada tras un periodo de latencia prolongado
después de la iniciacion, y sus efectos son reversibles incluso después de haber

cesado el tratamiento.

La progresion representa el estadio final del desarrollo de la neoplasia y es
previo al crecimiento invasivo del tumor. Ocurre al azar, es irreversible y esta

42



asociada con cambios en el cariotipo. Una vez que esto ocurre las células se hacen
independientes no respondiendo a factores reguladores y de crecimiento externos.

Las nuevas técnicas de andlisis genético molecular asi como la investigacion
realizada para conocer la diferenciacion y la expresion de los genes en las células
neoplésicas han permitido conocer mejor la posible etiologia del TCG y mediante
ese estudio, el descubrimiento de nuevos marcadores. Los marcadores
moleculares, como los oncogenes y los genes supresores de tumores, se estudian a
partir de ADN y ARN procedentes de tumores y se comparan con el ADN o el
ARN normales. Los oncogenes son protooncogenes mutados que codifican
diversas proteinas, capaces de actuar como factores de crecimiento, receptores de
factores de crecimiento, reguladores de la sintesis de ADN, etc. La expresion de
los oncogenes o la pérdida de expresion de los genes supresores de los tumores
puede ser consecuencia de alteraciones cromosOmicas que, a su vez, pueden
estudiarse mediante diferentes técnicas citogenéticas: cariotipo, citometria de flujo,
estudios de oncogenes y mecanismo de expresion génica (32).

Andalisis citogenético

La alteracion citogenética observada con mayor frecuencia en los TCG es
la presencia de un isocromosoma en el brazo corto del cromosoma 12 [i(12p)] en
el 80% de los casos. En el 20% restante existen reordenaciones en el cromosoma
12, afectando 12pl3 y ademas copias extras de 12p. La presencia en las células del
1socromosoma produce alteracion en el contenido de ADN celular y alteraciones
en el genotipo. El [i(12p)] también se ha detectado en la NICG lo cual refuerza la
hipoétesis del origen comun de los TCG y la importancia de dicha alteracion en la
génesis de estos tumores.

Las biopsias de estos tumores estudiadas por FISH (fluorescencia in situ)
han corroborado la presencia de un alto nimero de copias de [i(12p)] en tumores
no seminomatosos (75%) comparados con los seminomas (7%). La importancia
clinica de estos hallazgos todavia no ha sido determinada, algunos autores piensan
que tiene una gran importancia con el pronostico del tumor, pero en otras series,
esto no ha sido corroborado. Comparando entre los tumores testiculares con o sin
[1(12p)] no se han demostrado diferencias histologicas, clinicas, tipo de tumor,
metastasis, invasion vascular, etc (33). Otro cromosoma afectado en los TCG es el
cromosoma 1, en este cromosoma se encuentra los oncogenes N-ras, L-myc y C-
src-2.

43



Ploidia

La fraccion de células tumorales que estan en fase de sintesis de ADN
comparadas con el total de la poblacion celular tumoral determina la agresividad y
potencial maligno de la neoplasia. Los datos de cinética celular indican que el
indice de proliferacion de una neoplasia esta fuertemente ligado con su prondstico.
De Reise (34) encontrd correlacion entre el estadio patoldgico y la poblacion de
células aneupldides en fase S y G2M. En contraste Fossa et al (35) no encuentran
diferencias significativas en la correlacion entre el indice de ADN vy la fase S con
el estadio patologico final.

Marcadores de proliferacion celular

La medicion de la capacidad proliferativa de un tumor se pueden realizar
con técnicas de inmunohistoquimica tales como el MIB-1 (Ki67) y el antigeno
nuclear de proliferacion celular (PCNA). La expresion de ambos ha mostrado su
importancia como factor prondstico en los TCG. En un estudio de Fernandez et al
(36) se analiz6 la expresion de PCNA y hallazgos histologicos como la invasion
vascular y presencia de carcinoma embrionario en tumores de células germinales
testiculares no seminomatosos en los estadios I y II. Siguiendo un algoritmo
basado en criterios histoldgicos (volumen de carcinoma embrionario), radiologicos
(tamafio de ganglios linfaticos en las zonas de drenaje), e inmunohistologicos
(porcentaje de células que expresan MIB-1), se establecen grupos de tumores de
células germinales no seminomatosos en estadio 1 de alto y bajo riesgo para
presentar metastasis ocultas.

Proto-oncogenes y factores de crecimiento

Las alteraciones en los cromosomas 12, 1 y 15 y su correlacién con los
TCG han provocado la busqueda de oncogenes en estos cromosomas y su relacion
con estas tumoraciones. Se localizan abundantes proto-oncogenes en los siguientes
Cromosomas:

Cromosoma 1: C-N-ras, L-myc y c-src-2.

Cromosoma 11: C-Ha-ras, receptor de insulina, factor de crecimiento

insulina-like.

Cromosoma 12: C-K-ras-2.

Genes supresores tumorales

Los genes supresores mas estudiados en los TCG han sido e/ p53 y el gen
del retinoblastoma. Varios autores han demostrado por técnicas de
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inmunohistoquimica que la expresion de la proteina p53, estd aumentada en 84-
95% de los TCG (37,38). Lewis et al (39) detectaron expresion de p53 en el 90%
de los seminomas y en el 94% de los tumores no seminomatosos.

La expresion del gen del retinoblastoma en los TCG es baja tanto en los
tumores seminomatosos como en los no seminomatosos. Con técnicas de
inmunohistoquimica no se ha detectado expresion de proteina de retinoblastoma en
tumores indiferenciados (seminomas, carcinomas embrionarios, coriocarcinomas),
mientras que los tumores mas diferenciados (teratoma, teratocarcinoma) si
mostraban una alta expresion.

Tratamiento (5,6,7)

El tratamiento inicial para todos los tumores testiculares de células
germinales es la Orquiectomia Radical, esto es via inguinal, con ligadura alta del
cordon espermatico. Los hallazgos histoldgicos y estudios de extension y
marcadores determinan el tratamiento posterior.

Los pacientes con Seminoma clasico pueden recibir irradiacion del
retroperitoneo, tanto si existe o no evidencia clinica o de imagen de extension
linfatica (metastasis), o recibir quimioterapia si presentan enfermedad avanzada.
Existe controversia sobre si el seminoma espermatocitico debe ser tratado con
orquiectomia con o sin radioterapia posterior.

El tratamiento de los NSGCT en estadios I y II es controvertido y estd en
constante cambio. Tras la Orquiectomia puede seguir linfadenectomia
retroperitoneal, radioterapia y/o quimioterapia dependiendo de diferentes aspectos.
El protocolo de "surveillance only" (s6lo vigilancia), no esta indicado en casos con
predominio de carcinoma embrionario o tumor con invasion vascular, por la alta
probabilidad de metastasis a distancia en estos casos. (5,6,7)

Los tumores del saco vitelino puros en niflos, asi como los teratomas
maduros, son tratados habitualmente inicamente con orquiectomia.

Se ha descrito una alta incidencia de sarcomas en pacientes con tumores de
células germinales tratados con radioterapia.
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Pronostico

Varia segun estadio clinico y tipo de tumor. Es excelente para el seminoma
clasico. A diferencia de otros carcinomas, en los tumores germinales testiculares
no se utiliza el concepto de grado para evaluar su pronoéstico, sino que se ha
relacionado mucho mas con el tipo celular, por lo que se considera primordial
reconocerlo.

Datos morfologicos que influyen adversamente en el prondstico son: el tipo
y la extension del tumor a través de la tinica vaginal y en el cordon espermatico, la
hiperplasia de las células de Leydig en el testiculo no tumoral y la invasion
vascular. El avance mdas importante en la monitorizacion de los tumores
testiculares de células germinales ha sido el uso de marcadores séricos: PHCG y
oFP y LDH. (5,6.7)
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4.1. CLASIFICACION DE TUMORES TESTICULARES

Existe una pérdida de uniformidad en la clasificacion de los tumores de
células germinales del testiculo entre los dos sistemas de clasificacion actualmente
en uso, uno formulado por la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO) y el otro
propuesto por la British Testicular Tumor Panel (BTTP). (40)

La clasificacién de los TCG, que se expone a continuacion (Clasificacion
1), es una modificacion de la clasificacion de la WHO, que se deriva de los
trabajos de Friedman y Moore (41), Dixon y Moore (42,43), Melicow (44) y
Mostofi y Price (45). El punto de partida de esta clasificacion es que todos los
distintos tipos morfoldgicos de tumores de células germinales derivan de células
germinales neoplasicas que se diferencian en diversos sentidos. Esta hipotesis se
apoya en la virtual relacion de todos los tipos morfoldgicos de neoplasias de
células germinales (excepto el seminoma espermatocitico) con la neoplasia
germinal inclasificada de células germinales.

El sistema de clasificacion de la BTTP (46) deriva de la propuesta original
de Collins y Plugh (47). También se incluye una tabla comparativa (Clasificacion
2) entre alguna de las entidades de la clasificacion de la WHO y su equivalente en
la nomenclatura britanica. En el sistema britanico las neoplasias testiculares se
clasifican como seminomas o teratomas, subdividiendo estos ultimos en
indiferenciados, intermedios y trofoblésticos. Estas dos categorias basicas estan
basadas en el concepto de Willis (48) de que los seminomas se originan en células
germinales pero que, los otros tipos tumorales se derivan de blastdémeros
embrionarios que escapan al desarrollo madurativo normal. La asociacion de la
neoplasia intratubular de células germinales tanto con el seminoma como con "el
teratoma" de la clasificacién britdnica, contradice la teoria histogenética del
blastomero de este sistema (BTTP).

Mostofi (49) senala que con el uso de la BTTP existe una pérdida de
informacion en la correlacion de determinados tipos histologicos con la presencia
de marcadores serologicos y cierta confusion entre entidades que pueden tener
diferentes comportamientos biologicos. Por ejemplo, en el sistema britanico, el
teratoma maligno intermedio engloba carcinoma compuesto por carcinoma
embrionario y teratoma, asi como aquellos compuestos por tumor del seno
endodérmico y teratoma. Estas precisiones diversas en la clasificacion tiene
repercusiones en el abordaje terapeutico, por tanto, se incluye el sistema
modificado de la WHO recomendado por el Instituto de las Fuerzas Armadas de
los EEUU, y ampliamente aceptado por ur6logos y oncélogos de todo el
mundo.(50)
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Clasificacion de tumores testiculares (Clasificacion 1)

L. Neoplasias de células germinales (90-95 %) (ver Clasificacion 2)

I1. Neoplasias del estroma de los cordones sexuales (4%)
A. Tumores de células de Leydig (3%)
B. Tumores de células de Sertoli (1%)
Variante: tumores de células de Sertoli eselerosante
Variante: tumores de células de Sertoli calcificante de célula grande
C. Tumores de Sertoli-Leydig
D. Tumores de células de la granulosa (<1%)
Variante tipo adulto (rara)
Variante tipo juvenil
E. Tumores de los cordones sexuales mixtos ¢ indeterminados
(inclasificables) (< 1%)

ITI. Neoplaslas mixtas de células germinales y del estroma de los cordones
sexuales (< 1%)
A. Gonadoblastoma (<5%)
B. Otros tumores mixtos de células germinales y del estroma de las células
sexuales (raros)

IV. Tumores de la rete-testis
-Adenoma/Adenofibroma/ Cistadenoma
-Carcinoma

V. Miscelanea (incluyendo tumores inclasificados y tumores de tipo celular
incierto)

VI. Tumores paratesticulares (incluyendo tumores del corddén espermatico.
Alguno de estos tumores son muy raros como primarios en testiculo)
-Tumores de epitelio de tipo ovarico
-Tumor adenomatoide
-Mesotelioma maligno
-Tumor desmoplésico de células redondas pequenas
-Cistadenoma epididimario
-Carcinoma epididimario
-Tumor melanotico neuroectodérmico (retinal anlage tumor)
-Tumores de tejidos blandos benignos o localmente agresivos:
-Tumores fibromatosos
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-Tumores vasculares
-Angiomixoma agresivo
-Pseudotumor fibroso calcificante
-Otros
-Tumores malignos de tejidos blandos:
-Rabdomiosarcoma:
Embrionario (variante de células fusiformes)
Alveolar
Otros
-Liposarcoma:
Bien diferenciado
Pleomorfico/de células redondas
Otros
-Miscelanea

VIL. Tumores hematopoyéticos.
A. Linfoma (1 % como neoplasia primaria verdadera)
B. Plasmocitoma (raro)
B. Infiltrados leucémicos (raros como manifestacion primaria)

VIII. Tumores secundarios

IX. Lesiones no neoplasicas testiculares y paratesticulares
Hiperplasia de células de Leydig
Noédulos de células de Sertoli
Tumor testicular del sindrome adrenogenital
Noédulos de células esteroideas de otros desérdenes
Restos de cortical de glandula suprarrenal
Torsion/infarto  (testiculo, de apéndices testiculares, de apéndice
epididimario) Hematoma/Hematocele
Apéndices testiculares y nidos de Walthard
Orquitis/Epididimitis:
Infecciosas (bacterianas, virales, granulomatosas)
Granulomatosas idiopaticas
Epididimitis granulomatosa
Sarcoidosis
Malacoplaquia
Enfermedad de Rosai-Dorfman (histiocitosis sinusal con
linfadenopafia masiva)
Cambios relacionados con hidrocele
Pseudotumor inflamatorio (funiculitis proliferativa)
Pseudotumor fibroso
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Periorquitis meconeal

Hiperplasia mesotelial

Lipogranuloma esclerosante

Anomalias relacionadas con la precocidad sexual
Hipertrofia idipatica

Hiperplasia de la rete testis

Quiste epidermoide

Otros quistes (parenquimatosos, de la rete, de tinica albuginea,
epididimarios)

Displasia quistica

Microlitiasis

Espermatocele

Granuloma espermatico

Vasitis nodosa

Fusion espleno-gonadal

Otros
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Clasificacion de los tumores de células germinales. (Modific. de la WHO)

(Clasificacion 2)

1. Lesion precursora:

- Neoplasia intratubular de células geminales (tipo inclasificado, equivalente a

"carcinoma in situ'")
- Neoplasia intratubular de células germinales de tipo especifico

2. Tumores de un solo tipo histolégico
- Seminoma

Variante: seminoma con células de sincifiotrofoblasto
- Seminoma espermatocitico

Variante: seminoma espermatocitico con un componente sarcomatoso

- Tumor del saco vitelino o del seno endodérmico.
- Tumores trofoblasficos:
Coriocarcinoma
Tumor del sitio placentario
Inclasificado
- Teratoma
Teratoma maduro (Variante: quiste dermoide)
Teratoma inmaduro
Teratoma con un componente secundario maligno
Variantes monodérmicas:
Carcinoide (puro y con elementos teratomatosos)
Tumor neuroectodérmico primitivo
Otros

3. Tumores de mas de un tipo histoldgico
- Tumores mixtos de células germinales

- Poliembrioma

- Embrioma difuso

4. T. de células germinales en regresion (""burnt out')
- Sélo cicatriz
- Cicatriz con neoplasia intratubular de células geminales

- Cicatriz con escasas células germinales neoplasicas residuales (teratoma,

seminoma, otros)
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4.2. ESTADIAJE DE LAS NEOPLASIAS TESTICULARES

Datos relevantes del examen y descripcion macroscopica son, aparte de la
descripcion habitual de cualquier lesion: su relacion con la tunica albuginea, las
estructuras hiliares y el epididimo.

Se debe incluir un bloque por cada cm de la dimension méaxima del tumor,
resefando e incluyendo zonas de hemorragia y necrosis. Se recomiendan 10
bloques minimo o la totalidad del tumor si puede incluirse en menos de 10 en
casos de tumores con apariencia de seminoma, con el fin de descartar la existencia
de un componente no seminomatoso, que cambiaria el tratamiento.

No existe un unico sistema de estadiaje totalmente satisfactorio, y estan en
uso varios. La mayoria de ellos reconocen: un estadio temprano del tumor
(designado como I 6 A): confinado al testiculo; un estadio de diseminacion
temprana (II o B): metastasis en retroperitoneo; un estadio de metéstasis avanzadas
(IIT o C): sobre el diafragma IIIb. (5,6,7,51,52,53,54)
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Comparacion de las nomenclaturas del sistema basado en la WHO y BTTP
(Tabla 3) (45,46,48,49,51)

Clasificacion modificada de la WHO Clasificacion de BTPP
1. Tumores de un solo tipo histolégico
Seminoma Seminoma
Seminoma espermatocitico Seminoma espermatocitico
Carcinoma embrionario Teratoma maligno
indiferenciado
Tumor del seno endodérmico T.del seno endodérmico (so6lo
neoplasias puras)
Teratoma:
Maduro Teratoma, diferenciado (TD)
Inmaduro TD
Componente carcino
0 sarcomatoso Teratoma maligno,
intermedio(MTTI)
Coriocarcinoma Teratoma maligno
trofoblastico(MTT)

2. Tumores mixtos de células germinales
Ca embrionario y

terat. mad. e inmaduro MTI

T.del seno endodér. y

terat. mad. e inmad MTI

Seminoma y teratoma T.combinado (seminoma vy

TD) Seminoma y ca.embrionario T.combinado

(seminonia y MTU) Coriocarcinoma y ca.embrionario MTT

Coriocarcinoma y teratoma MTT

Coriocarcinoma y seminoma T.combinado (MTT y
seminoma)
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4.3. ANATOMIA PATOLOGICA DE LAS NEOPLASIAS
TESTICULARES

1. TUMORES DE CELULAS GERMINALES
Histogénesis

El modelo tradicional de histogénesis de los tumores testiculares se basaba
en la hipotesis de que el seminoma y el carcinoma embrionario constituian dos
vias divergentes y que los otros tipos de tumores de células germinales derivaban
del carcinoma embrionario.

En el nuevo modelo de histogénesis de los tumores de células germinales,
la neoplasia intratubular inclasificada de células germinales (NICGi- IGCNU-
intratubular germ cell neoplasia unclassified) representa el precursor comun de la
gran mayoria de neoplasias de células germinales (Imagen 1) (excluyendo el
seminoma espermatocitico y quizd las formas pediatricas del tumor del saco
vitelino y del teratoma).
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Imagen 1. NICG

La invasion de NICGi resulta en seminoma (Imagen 2), que puede,
entonces, transformarse en una variedad de otros tipos de tumores de células
germinales, con fases intermedias reconocidas. En algunas circunstancias se
produce una transformacion intratubular de NICGi en formas no seminomatosas,
que pueden, posteriormente, invadir el intersticio (51,52)
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Imagen 2. Seminoma microinfiltrante con NICG

1. Neoplasia intratubular de células germinales indiferenciada (NICGi)

La NICGi se asocia con el amplio espectro morfologico de los tumores
germinales, con la excepcion del seminoma espermatocitico. El término
“carcinoma in situ" es inaceptable, porque no tiene las caracteristicas de una
neoplasia epitelial. (23,26,27,28,50,51)

Pacientes con NICGi desarrollan tumores de células germinales en un 50 %
de casos en 5 afios y se identifica NICGi en pacientes con alto riesgo de tumores
de células germinales (criptorquidia, etc). La asociacion de NICGi con las formas
de tumores de células germinales en la infancia -tumor del saco vitelino y
teratoma- no estd tan claramente establecida. En pacientes postpuberales se
reconoce histologicamente como células germinales, espermatogonias, con niicleos
hipercromaticos y citoplasmas claros, alineadas a lo largo de la porcion basal del
tubo seminifero. Se identifica el nucleolo y pueden verse mitosis. Las células de
Sertoli estan, con frecuencia, desplazadas hacia la luz y la espermatogénesis esta,
casi siempre, ausente aunque puede reconocerse en tubos vecinos. Los tubos
afectados suelen tener una pared engrosada. Puede verse extension pagetoide de la
NICGi a la rete testis. En niflos la NICGi no tiene tan clara localizacién basal
dentro del tubo seminifero. Son PAS positiva-diastasa-sensible. La fosfatasa
alcalina placentaria positivas (PLAP) -mas especifica que la anterior (no aparece
en espermatogonias no neoplasicas). Presenta una tincion mas intensa en
membranas. Puede detectarse en biopsias testiculares bilaterales en pacientes de
alto riesgo. El tratamiento es controvertido: la NICGi unilateral es tratada con
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orquiectomia y la bilateral con radiacion. En ocasiones se ha observado respuesta a
la quimioterapia recibida por una neoplasia de células germinales contralateral.

2. Neoplasias de un solo tipo histologico
Seminoma

Supone el 50 % de todos los tumores de células germinales testiculares. La
edad media de presentacion es 40 afios (5 a 10 afios mas elevada que en el caso de
tumores no seminomatosos). Es raro en nifios. En un 80 a 90 % de casos los
sintomas iniciales son anomalias en la palpaciéon. Hay una mayor proporcion de
seminomas entre los pacientes con criptorquidia y TCG que en la poblacion
general con los mismos tumores.

La presencia de BPHCG sérica elevada se correlaciona con la presencia de
células trofoblasticas en el tumor. La elevacion sérica de alfafetoproteina (aFP) en
un paciente con un seminoma, aparentemente puro, es generalmente indicativo de
la presencia de un componente no seminomatoso (o de metastasis hepatica, si la
elevacion es moderada). La fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) también esta
elevada en un 50% de los pacientes con seminoma.

El examen macroscopico muestra un aumento testicular simétrico,
observandose al corte una tumoracién beig-marroén-rosada y lobulada o multi-
nodular, de consistencia elastica y que protruye sobre el resto del parénquima
sano, con focos puntuales de hemorragia que pueden reflejar la presencia de
trofoblasto. La necrosis extensa y la hemorragia son infrecuentes. Si se observan
areas hemorragicas o quisticas, debe sospecharse un componente no
seminomatoso. La extension a la tunica albuginea o al epididimo ocurre en menos
del 10 % de los casos. (Imagen 3)
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Imagen 3. Seminoma Clasico

Con microscopio Optico se observa un patrén difuso, en sabana, o un patron
confluente multinodular. Suelen verse tubulos seminiferos preservados en el
interior del tumor, las trabéculas fibrosas son frecuentes. Si son muy abundantes
dan lugar a un patrén de seudotibulos so6lidos, que debe diferenciarse de un tumor
de células de Sertoli. Las células tienen citoplasma claro o ligeramente eosinoéfilo,
nicleo redondo central, con uno o dos grandes nucleolos centrales y bordes
citoplasmaticos definidos. Se aprecia infiltrado linfocitario frecuente en y sobre las
trabéculas fibrosas. En algunos casos se observan centros germinales.

Los marcadores corresponden a linfocitos T. La reaccion granulomatosa
observada en mas del 50 % de los casos, parece una reaccion del huésped al tumor,
incluso con células gigantes tipo Langhans (si es extensa, debe diferenciar de
orquitis granulomatosa, siendo util la tincion con PLAP en algunos casos). Los
seminomas con cé¢lulas gigantes trofoblasticas plantean diagnéstico diferencial con
la reaccidon granulomatosa y los seminomas con células pleomorficas. La excesiva
fibrosis o la extension a la rete testis, también pueden dificultar el diagndstico.
(Imagen 4)
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Imagen 4. Seminoma

Puede verse, en otros casos, edema y formacion de pequeios espacios
quisticos (implica diferenciar del tumor del saco vitelino con patrén microquistico
por la apariencia seminomatosa del tumor circundante y la apariencia mas irregular
de los espacios quisticos en el seminoma edematoso, con fluido edematoso y
células seminomatosas exfoliadas).

En 20 % de los seminomas se identifican grandes células trofoblasticas
(diferenciar del coriocarcinoma por la pérdida de la proliferacion nodular de las
células trofoblasticas y la ausencia de citotrofoblasto).

La mayoria de los seminomas presentan PAS positivo por la existencia de
glucdgeno citoplasmatico. La PLAP es positiva en 98% (tincion acentuada en
membranas) y se detecta elevacion sérica en 40 % de los casos. Las citoqueratinas
8 y 18 (CAM 5.2) son positivas, pero otras como AEI/AE3 han resultado
negativas. Se detecta asimismo ferritina y enzima convertidor de la angiotensina 1.

El microscopio electronico revela el caracter de células primitivas que
presenta el tumor y el andlisis de ploidia muestra un valor de 1.66 veces la
cantidad normal de DNA diploide (mas alta que en tumores no seminomatosos).
En andlisis del cariotipo se identifica isocromosoma 12. (33)

El diagnoéstico diferencial, ya parcialmente mencionado, se plantea con el
patron solido del carcinoma embrionario. Este ultimo tiene bordes citoplasmaticos
mal definidos, solapamiento, irregularidad y pleomorfismo nuclear, que no se
observan en el seminoma bien fijado. Ademas, no tiene las trabéculas fibrosas del
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seminoma. Las citoqueratinas (CTK AE1/AE3) pueden ser ttiles en el diagndstico
diferencial.

También con el patrén sélido del tumor del saco vitelino en el que
habitualmente se observa la presencia de los otros patrones de este tumor en areas
proximas. En el caso del seminoma con edema, ya se ha sehalado Ia
diferenciacion. Ademas las CTK AE1/AE3 son habitualmente positivas asi como
oFP. Los globulos hialinos y el material intercelular como membrana basal, son
frecuentes en el tumor del saco vitelino, como rasgos especificos y
diferenciadores.

Los linfomas, especialmente en casos de afectacion bilateral en paciente
mayor favorece el diagnostico de linfoma sobre seminoma. Aparte de las
diferencias citoldgicas, los linfomas no estan asociados con NICGi y son negativos
para PLAP.

Los tumores de células de Sertoli pueden plantear diagndstico diferencial
con los seminomas de patron tubular.

Respecto al tratamiento y prondstico sefialar que son neoplasias muy
sensibles a la radiacion y a la quimioterapia, post-orquiectomia. El factor
pronéstico mas importante es el estadio del tumor. Se describe peor pronostico si
la BHCG estd marcadamente elevada y mejor con la presencia de infiltrado
linfoide y de reaccion granulomaosa prominente.

La existencia del "seminoma anapldsico" es controvertida: con frecuencia
se trata de seminomas mal fijados o carcinomas embrionarios con patron sélido,
aunque también se postula como una neoplasia situada entre el seminoma clasico y
el carcinoma embrionario. (40)

Seminoma espermatocitico

1-2% de todos los tumores testiculares (25-40 veces menos frecuente que el
seminoma clasico). 4-7 % de todos los seminomas. Con tratamiento distinto al
seminoma. Mas frecuente en pacientes mayores que el resto de tumores de células
germinales, con una media de 50-60 afios. (55)

Suele presentarse con un aumento doloroso del testiculo de varios afios de
evolucion. No se ha descrito en localizacion extratesticular (si el seminoma
clasico: germinoma). No estd asociado a la criptorquidia ni comparte otras
caracteristicas epidemiologicas y los marcadores seroldgicos son negativos.
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El examen macroscopico muestra lesion multinodular o multilobular, con
variaciones morfologicas, desde elastico blanquecino-grisiceo a focos quisticos
con cambios mucoides y consistencia gelatinosa. Puede verse hemorragia y
necrosis, asi como extension extratesticular.

El examen microscopico corresponde a un patron difuso con espacios
ocupados por edema, sin los septos fibrosos regulares del seminoma clésico, ni
tampoco reaccion granulomatosa. Si existe el infiltrado linfoide en posicion
perivascular. Puede verse ocasionalmente invasion vascular.

Lo mas caracteristico es el polimorfismo nuclear con tres poblaciones
celulares: células como linfocitos pequeios, células de tamafo intermedio (las mas
frecuentes, con cromatina semejante a los espermatocitos primarios) y células
gigantes. El indice mitdtico es alto. No estd asociado con NICGi, ni se observa
combinacion con tumores no seminomatosos de células germinales (TNSCG).

La inmunoexpresién de PLAP, BHCG y CTK es negativa. Con microscopia
electronica se observan uniones primitivas, Golgi, ribosomas, mitocondrias y capa
periférica de membrana basal. El glucdgeno citoplasmatico estd ausente o es
escaso (abundante en el seminoma clésico).

El diagnostico diferencial se plantea principalmente con el seminoma
clasico. Las metastasis son excepcionales, a pesar de su apariencia microscopica.
El tratamiento de eleccion es la orquiectomia radical.

El seminoma espermatocitico combinado con sarcoma es propio de
hombres mayores pero con historia de crecimiento reciente acelerado. Al corte es
mas necrético y hemorragico, con aspecto arremolinado. Son agresivos en el 50%
de los pacientes, con metéstasis (componente sarcomatoso) y muerte. (40)

Carcinoma embrionario

Raro como neoplasia "pura": supone el 2 % de los tumores de células
germinales, pero alcanza el 87 % como "componente" de neoplasias testiculares no
seminomatosas. Estd constituido por células epiteliales primitivas con un patrén
solido, papilar o glandular. La edad media de presentacion es de 31 afios (10 afios
mas jovenes que los afectados por seminomas). (Imagen 5)
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Imagen 5. Carcinoma Embrionario + Seminoma

En 66 % de los casos es ya metastasico en el momento del diagnostico
(dolor de espalda, disnea, tos, hemoptisis, hematemesis o sintomas neuroldgicos) a
diferencia del seminoma, que esta limitado al testiculo en 70% de los casos en el
momento del diagnostico.

Presenta diversos marcadores séricos: oFP elevada, que refleja asociacion
con tumor del saco vitelino; BHCG elevada, refleja diferenciacion trofoblastica
(puede asociarse a ginecomastia); LDH elevada, en estadios avanzados. La PLAP
esta elevada en 96 % (mucho mas focal que en el seminoma).

El examen macroscopico corresponde a una tumoracion de color gris

palido, pobremente demarcada, asociada a hemorragia y necrosis con extension
extratesticular en 20 % de los casos. (Imagen 6)
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Imagen 6. Carcinoma Embrionario + Seno Endodermico

El examen microscopico revela nédulos de extensiones difusas de células
con amplias zonas eosinofilas de necrosis coagulativa, observandose variedad de
patrones (papilar, glandular y so6lido). Con frecuencia se observan células
entremezcladas de nucleo oscuro, que también pueden verse en otros carcinomas
pobremente diferenciados y que deben diferenciarse de los elementos
trofoblasticos del coriocarcinoma (BHCG).

Presenta células poligonales con citoplasma anféfilo o levemente basofilo y
bordes citoplasmaticos mal definidos, de ntcleo grande, irregular con cromatina
vesiculosa y nucleolo grande, observandose imagenes de solapamiento nuclear. El
indice mitotico es elevado.

Se ha descrito un patréon en doble capa donde los procesos papilares de
células del carcinoma embrionario se acompafian de un anillo interno de células
mas pequefias, aplanadas aFP-positivas. Se trataria de un tumor mixto de células
germinales, con componente de tumor del saco vitelino. (Imagen 7)
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Imagen 7. Carcinoma Embrionario

Es frecuente identificar carcinoma embrionario intratubular en las
proximidades de la lesion, que puede calcificarse y, en algunos casos es la inica
evidencia de la regresion de un carcinoma embrionario previo. Se han descrito
casos de asociacion con estroma indiferenciado que se consideran carcinomas
embrionarios, a no ser que este componente sea el predominante, o bien que
presente zonas de diferenciacion, en estos casos se denominaria tumor mixto de
células germinales -carcinoma embrionario y teratoma inmaduro.

Es importante identificar la presencia de invasion vascular o extension
extratesticular (que debe distinguirse de restos del carcinoma, extendidos al cortar
la pieza o de la neoplasia intratubular).

La aFP es positiva en 0-33 % de casos, con PLAP positiva en 86-97 % y
CTK positiva en 95-100 % de casos. Aunque en el testiculo es facil la
identificacion, resulta mas compleja en metastasis. En estos casos, la presencia de
positividad para PLAP y negatividad para EMA, puede ser muy util. Hay que tener
en cuenta que el carcinoma embrionario puede ser positivo para CD30 (C-kit) y
por tanto esta técnica no es util para diferenciar del linfoma anaplasico de célula
grande. Otras tinciones que pueden ser positivas en el carcinoma embrionario son:
alfa-1-antitripsina, Leu7, vimentina, LDH, ferritina y lactégeno placentario
humano.

La microscopia electronica corresponde a adenocarcinomas pobremente

diferenciados con complejos de uniones estrechas y lamina basal periférico. Las
células se parecen a las del preblastocisto, por lo que, junto a la frecuencia de su
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combinacion con otros tipos celulares, se ha considerado con capacidad para la
diferenciacion tanto hacia estructuras embrionarias como extraembrionarias.

El analisis citogénico muestra un marcador cromosémico i 12p, que, segin
el nimero de copias se correlaciona con la agresividad del tumor, asi como
expresion de varios protooncogenes.

El diagnostico diferencial se plantea con el seminoma; el patron sélido del
tumor del saco vitelino, por la presencia de otros patrones, menor tamafio de las
células y del nucleo y menor pleomorfismo y los globulos hialinos de material
como membrana basal. A veces focos periféricos de tumor del saco vitelino, con
células pequefias, estrelladas o fusiformes, con patrén reticular mixoide. Los
linfomas de célula grande surgen en pacientes de mas edad y con enfermedad
extratesticular; presentan patron intersticial y no se reconoce NICGi, mostrando
negatividad para PLAP y CTK. En el caso del carcinoma indiferenciado
metastdsico extragonadal la inmunohistoquimica y la microscopia electronica
pueden ser utiles. (Imagen 8)

» [

Imagen 8. Carcinoma Embrionario

La forma de tratamiento postorquiectomia, depende del estadio del tumor.
Los datos de interés que deben resefiarse en un informe de una pieza de
orquiectomia de un tumor en estadio I: invasion vascular y linfatica, estadio local
avanzado -rete testis o extratesticular-, si se trata de carcinoma embrionario puro,
predominante o no, asociado con teratoma, la ausencia de elementos de tumor del
saco vitelino y la presencia de coriocarcinoma. (40).
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Teratoma

El teratoma maduro constituye el 5-10 % de todas las neoplasias
testiculares. Predomina en pacientes prepuberales, como neoplasias puras (14 % de
los tumores testiculares de células germinales) entre 20 meses y 4 afios. Asociados
con anomalias congénitas como Sindrome de Down, de Klinefelter, hernia,
hemihipertrofia, xeroderma pigmentoso, espina bifida y uréter retrocavo.

En pacientes adultos los teratomas testiculares son un componente de un
tumor mixto de células germinales presentando la sintomatologia de los otros
componentes. En adultos, un teratoma testicular, aparentemente puro, puede
desarrollar metéstasis de los elementos de células gerninales no teratomatosos.
Este hallazgo estd en consonancia con la presencia de NICG en teratomas de
adultos, no en los nifios. Hay que tener en cuenta que un teratoma maduro en un
paciente adulto no equivale a un tumor benigno. (Imagen 9)
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Imagen 9. Teratoma Maduro

Los marcadores serologicos son negativos en el teratoma puro (hay que
recordar que en nifios muy pequenos la AFP puede estar fisiologicamente
elevada).

El examen macroscopico corresponde a lesiones multinodulares y su

superficie de corte varia de s6lido a multiquistico. La existencia de pelos es rara
excepto en el quiste dermoide, que es infrecuente.
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El examen microscopico de los teratomas puros revela tejidos semejantes a
los tejidos somaticos adultos. Es el caso de teratomas en nifios. (Imagen 10)

Imagen 10. Areas neurales en Teratoma

En pacientes postpuberales se identifica un componente de atipia que
refleja su potencial maligno. Esta atipia no clasifica al teratoma como inmaduro
(denominacion que se reserva para el caso en que los tejidos reproduzcan
estructuras embrionarias o fetales). (Imagen 10)

Imagen 11. Coriocarcinoma + Teratoma Inmaduro

Un requisito para el diagndstico de teratoma maduro es que todos los
tejidos sean bien diferenciados (sindnimo: teratoma diferenciado). Sin embargo,
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una cierta proporcion de estos tumores (particularmente los vistos en adultos)
también muestran algin grado de inmadurez tisular, que puede presentarse en el
estroma, epitelio o componente neural, que varia desde ligera hipercelularidad del
estroma alrededor del componente glandular a grandes focos de glandulas
primitivas, neuroepitelio, o incluso tejido semejante al tumor de Wilms.

La WHO/OMS designa a estos teratomas como inmaduros, aunque el
prondstico esta por determinar, quiza con una gradacion semejante a los teratomas
ovaricos. Es importante no confundir estas areas de inmadurez con areas de
carcinoma embrionario. La gradacion de la atipia citologica en los tumores
maduros se da en bajo y alto grado. Si el teratoma maduro tiene un componente
"manifiestamente maligno" se diagnostica como tal (ej.: teratoma maduro con
adenocarcinoma, etc). Suele ser epitelial, pero también pueden aparecer sarcomas.
(Imagen 12)

Imagen 12. Teratoma + Adenocarcinoma

Quistes dermoides son una subcategoria del teratoma maduro. Semejantes
a los descritos en ovario. Son estructuras quisticas, ocupadas por queratina y pelos
con uno o mas nodulos protruyentes en su pared. La pared del quiste esta revestida
por epitelio escamoso queratinizante, con glandulas sebaceas y foliculos pilosos.
Los nodulos pueden contener cartilago, neuroglia y tejido fibroso. No se han
descrito metastasis a diferencia de los otros teratomas maduros.

Los teratomas inmaduros: son neoplasias con tejidos semejantes a los
descritos en estructuras fetales o embrionarias, entremezclados con tejidos
maduros, como en teratoma maduro. La mayoria de los teratomas que aparecen en
edad postpuberal tienen algun grado de inmadurez. Los tejidos mas
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frecuentemente descritos son neuroepitelio y tejidos de tipo neuroblastico, tejido
blastomatoso, semejante al tumor de Wilms, muisculo esquelético inmaduro, tejido
estromal inmaduro, semejante a musculo liso, alrededor de islotes de epitelio. La
inmadurez suele gradarse, basdndose en la celularidad y en la actividad mitotica de
los elementos inmaduros y dando una estimacion de su extension (ej.: "teratoma
con elementos inmaduros focales de alto grado" -presencia de un pequefio foco de
neuroepitelio mitéticamente activo o "teratoma con elementos inmaduros de bajo
grado moderadamente difusos" -presencia difusa de mesénquima inmaduro,
moderadamente celular, alrededor de estructuras glandulares-). Esta gradacion
tiene un sentido académico pero carece de valor prondstico. (Imagen 13)

Imagen 13. Detalle de Coriocarcinoma + Teratoma Inmaduro

Teratomas con un componente claramente maligno: teratomas maduros
con evidencia de invasion estromal por el componente epitelial maligno o con un
nddulo de tamafio considerable y de estroma marcadamente atipico. Este criterio
también se aplica a los teratomas inmaduros. (Imagen 14)
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Imagen 14. Teratoma Maligno

Se considera "ndédulo de tamaino considerable" el que ocupa, al menos, la
mitad de un campo con objetivo 4x. Existe controversia sobre el valor prondstico
del componente maligno.Los resultados inmunohistoquinicos dependen de los
componentes tisulares presentes.

El diagnodstico diferencial de un teratoma maduro en adultos debe hacerse
con un quiste epidermoide (quiste intratesticular escamoso, con restos de
queratina, sin estructuras anexiales u otros elementos y sin NICGi o bien con un
quiste dermoide: ya descrito previamente (pierden el componente sélido y no
muestran inmadurez o atipia).

Los teratomas puros prepuberales son lesiones benignas en los que la
orquiectomia resulta curativa. Los teratomas puros en adultos son raros. Suelen
estar asociados con otros elementos de células germinales, que determinan el
pronostico. Un dato importante es la posibilidad de encontrar elementos no
teratomatosos en las metastasis en adultos con teratomas puros.

Tumores carcinoides: considerados como teratomas monodérmicos,
Asociado en un 15 % de casos con elementos de teratoma. Con un amplio rango de
edad: 20-90 afios. La asociacion con sindrome carcinoide es rara.

Macroscopicamente se trata de nodulos bien delimitados, amarillos o
parduscos. Si se asocia a otros elementos teratomatosos, pueden verse quistes. El
examen microscopico muestra islotes de células que forman pequefios acinis,
semejante al patron del tumor semejante descrito en intestino, con nicleos
redondeados, cromatina granular y citoplasma eosinofilo. Pueden existir otros
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elementos teratomatosos (epitelio glandular y mucinoso, con mayor frecuencia).
Las células neoplésicas son positivas para serotonina y enolasa neuronoespecifica.
Se plantea un diagnostico diferencial con un carcinoide metastasico (éste suele ser
bilateral, difuso, con invasion vascular/linfatica, manifestaciones extratesticulares
y sin presencia de otros componentes teratomatosos.

Tumor neuroectodérmico Primitivo (TNP o PNET) en testiculo: se
considera un teratoma monodérmico compuesto por células pequefias con patron
difuso, tibulos y rosetas de tipo ependimario. Raro, aunque se describe areas como
PNET en tumores mixtos de células germinales con un componente teratomatoso
inmaduro. Se comportan de un modo agresivo".

Tumor del seno endodérmico o del saco vitelino

Al igual que en el teratoma, se describen formas en nifios y en adultos. En
nifios, como neoplasias puras (no asociado a NICGi ni a metastasis) y, en adultos,
es frecuente que se presente como tumores mixtos de células germinales. En los
nifios es mas frecuente en edades muy tempranas, con una media de 17-18 meses
(rango: hasta 9 afos). Es la neoplasia testicular mas frecuente en nifos, seguida del
teratoma. (56). No estd asociado con criptorquidia. Aparece con igual frecuencia
en blancos y negros.

El sintoma mas habitual es un aumento de tamafio testicular detectado por
los padres. En los adultos casi aparece como un componente de un tumor mixto de
células germinales, como masa testicular, metdstasis o ginecomastia. Suele ser el
componente que con mayor frecuencia pasa inadvertido en un tumor mixto. En el
94% de los nifos, tienen una presentacion como estadio I. Presenta elevacion de
oFP en el 95-100% que debe distinguir de la elevacion fisiologica en nifios muy
pequenos.

El examen macroscopico corresponde a un nddulo no encapsulado, gris,
marréon o amarillo, con cambios quisticos y aspecto mixoide y frecuentes areas
hemorragicas o necroticas. En adultos resulta dificil distinguir macroscopicamente
los elementos de tumor del saco vitelino en un tumor mixto.

Histologicamente presenta un gran polimorfismo con numerosos patrones
entremezclados, siguiendo una modificacion del trabajo de Talerman:

1. Del seno endodérmico (perivascular o festoneado): con patron

"glomeruloide" o cuerpos de Schiller-Duval y ejes fibrosos festoneados por
células tumorales, que alternan con espacios laberinticos. (Imagen 15)
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Imagen 15. Cuerpo Glomeruoloide

Reticular (microquistico o en panal): células tumorales anastomosadas, con
prominente vacuolizacion citoplasmatica -aspecto en panal- a veces
semejante a lipoblastos o células en anillo de sello, o bien patrén cordonal
con fondo mixoide.

Papilar: quistes con proyecciones papilares, con o sin eje fibroso

Solido: configuracion difusa de células semejantes a seminoma, aunque
con tendencia focal microquistica.

Glandular-alveolar: apariencia primitiva, con frecuente aspecto intestinal o
vacuolizacion subnuclear, como en el endometrio. El aspecto ramificado y
anastomosado de las glandulas, asi como la ausencia de componente
estromal circundante, permite diferenciarlo de un teratoma. (Imagen 16)

71



Imagen 16. Seno Endodermico
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6. Mixomatoso: trabéculas, cordones y células aisladas en un estroma
marcadamente mixoide. Células individuales, estrelladas o fusiformes que
pueden sufrir diferenciaciéon rabdomioblastica.

7. Sarcomatoide: en relacion con lo descrito en el patron mixomatoso.

8. §. Macroquistico: quizé por coalescencia de microquistes

9. Vitelino polivesicular: infrecuente. Con vesiculas de aspecto irregular,
delimitadas por un epitelio aplanado en un estroma mixoide.

10. Hepatoide: células semejantes a hepatocitos, en un patron difuso,
trabecular o en nidos. Focal en 20 % de los tumores del saco vitelino. Con
oFP muy positiva en el tumor y frecuente presencia de globulos hialinos.

(Imagen 17 e Imagen 18)
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Imagen 18. Detalle Globulos Hialinos

11. Parietal: con un predominio de material como membrana basal extracelular
-membrana de Reichert. Focal en 92% de casos de tumor del saco vitelino.

Suele asociarse con frecuencia a otros patrones. El predominio de este
patron es infrecuente.

El patron reticular es el mas frecuente, seguido del so6lido y macroquistico. La
presencia de glébulos hialinos puede facilitar el reconocimiento del tumor. Son
PAS + diastasa-resistentes y miden de 1-50 micras o mas. Algunos muestran
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inmunotincion para alfafetoproteina (oFP). Pueden verse en otras neoplasias pero
son infrecuentes en seminoma y carcinoma embrionario (diferenciar también del
amplio depdsito de material como membrana basal visto en el patron parietal).
(Imagen 19)
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Imagen 19. Seno Endodermico

La AFP es positiva en las células neoplésicas en un 55-100% de casos, con
mayor positividad en los focos de patron hepatoide. En los casos pediatricos puede
ser negativa, no solo en los globos hialinos, también de forma difusa o granular. El
antigeno carcinoma-embrionario (CEA) es positivo en las glandulas de tipo
entérico. La Alfa-I-antitripsina resulta positiva en 50% de casos y las CTK en
100%, de forma difusa. La inmunoexpresion para vimentina puede demostrarse en
el componente estromal. La fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) es menos
positiva que en otros tumores de células germinales. El antigeno epitelial de
membrana (EMA) es habitualmente negativo.

La microscopia electronica identifica células epiteliales con complejos de
uniones estrechas y microvellosidades apicales.

El tumor del seno endodérmico debe diferenciarse del seminoma
especialmente del patron solido, ya descrito previamente. Del carcinoma
embrionario por las células con nicleo mas grande y pleomorfico de este ultimo.
Es raro ver glébulos hialinos y depdsito de material como membrana basal. Del
tumor de la granulosa juvenil, sobre todo en el caso de tumores del saco vitelino
pedidtricos, ya que ambos presentan un patron solido-quistico, atipia citologica y
alto indice mitosico, aunque el tumor del saco vitelino presenta otros patrones e
inmunotincion para AFP.
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La invasion de la rete testis por un tumor de células germinales, puede
causar una reaccion epitelial hiperplasica, con el desarrollo de glébulos hialinos
intracitoplasmaticos.

El tratamiento y prondstico en adultos es semejante al de otros tumores de
células germinales no seminomatosos. La presencia de un componente de tumor
del saco vitelino en un tumor primario testicular, se asocia a una mas alta
incidencia de estadiaje bajo. El tratamiento apropiado en nifios es controvertido
con tendencia al manejo conservador, postorquiectomia, sin metastasis. 80-90% de
los casos se presentan en estadio 1 al diagndstico. Se describe un 95 % de
supervivencia a los cinco afios. Las metastasis de tumores de células germinales
con componente de tumor del saco vitelino, tienen peor pronostico que los que no
lo tienen (a diferencia del mejor prondstico de su presencia en el testiculo), quiza
por la mayor quimiorresistencia de estos elementos.(40)

Coriocarcinoma

Puros son raros, menos del 0.3 % de todos los tumores testiculares, pero se
identifica como componente de un 16 % de los tumores mixtos de células
germinales. Los pacientes con coriocarcinoma puro estdn en la segunda o tercera
década de la vida (no hay casos prepuberales descritos) y se presentan con
frecuencia con sintomas metastasicos (hemoptisis, dolor lumbar, sangrado
gastrointestinal y anomalias neuroldgicas). Con frecuencia se asocian a marcada
elevacion de BHCG y anomalias endocrinas secundarias (ginecomastia y
tirotoxicosis)

El examen macroscopico corresponde a tumores pequefios. El testiculo
aparece normal o atrofico. Al corte se observa un nédulo hemorragico con tejido
grisdceo en la periferia que microscOpicamente muestra proliferacion de células
trofoblasticas malignas, con dos poblaciones celulares: células de citotrofoblasto,
con citoplasma claro y moderado pleomorfismo nuclear y células de
sincitiotrofoblasto, células multinucleadas, con lagunas intracitoplasmaticas con
eritrocitos. Con frecuencia, presentan cromatina oscura. Ambas poblaciones
celulares se disponen de forma semejante a las vellosidades coriales. En casos en
que el componente de sincitiotrofoblasto es escaso, se reconoce por su citoplasma
denso y su cromatina mas oscura.

Debe diferenciarse del carcinoma embrionario con degeneracion celular.

En el coriocarcinoma suele haber area de hemorragia y necrosis central asociada,
con las células neoplésicas inicamente en la periferia. (Imagen 20)
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Imagen 20. Coricorcinoma + Carcinoma Embrionario

El indice mitdtico es alto en los elementos de citotrofoblasto, pero no se
observan mitosis en los elementos de sincitiotrofoblasto. Existen casos raros de
coriocarcinoma atipico: en los que no se distingue la separacion de los dos
elementos del trofoblasto. Es mas frecuente en metéstasis. Se ha postulado la
denominacién de '"neoplasia trofoblastica", término mas amplio que
coriocarcinoma.

Por la naturaleza necrética y hemorragica, la identificacion de las células
del coriocarcinoma, puede requerir numerosos cortes tisulares. Suelen ser focos
periféricos y también se identifica la presencia de NICG en los tubulos seminiferos
adyacentes. Presenta marcada tendencia a la angioinvasion. La BHCG es muy
positiva en las células de sincitiotrofoblasto (el citotrofoblasto es casi siempre
negativo).

La Glicoproteina beta-1 especifica del embarazo lactdgeno humano
placentario también son positivas en sincitiotrofoblasto y trofoblasto intermedio y
negativas en citotrofoblasto. PLAP es positiva en 50%, CEA en 25 %, CTK 7, 8,
18 y 19 positivas en diversos porcentajes y EMA positiva en 46 %.

El coriocarcinoma debe diferenciarse de la necrosis hemorragica testicular
por torsion, trauma o anomalias en la coagulacion, con aumento doloroso del
testiculo y area difusa de hemorragia (el coriocarcinoma es indoloro y pequefio,
con hemorragia nodular, NICG y BHCG). Asi como de otros tipos de tumores de
células germinales, que se distinguen por la aislada presencia de células
trofoblasticas, la pérdida del componente de citotrofoblasto y la ausencia de
necrosis hemorragica.
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La diferenciacion del carcinoma embrionario con degeneracion celular se
apoya en la positividad para BHCG y la tendencia a citoplasmas claros y bordes
citoplasmaticos definidos que favorece un diagnostico de citotrofoblasto frente a
las células del carcinoma embrionario.

Los datos mas destacados del prondstico y tratamiento son la capacidad de
diseminacion rapida por via hematogena con afectacion cerebral muy frecuente. Se
trata de forma semejante a los otros tumores no seminomatosos. Un componente
claro de coriocarcinoma en un tumor mixto empeora claramente el pronodstico.
Tiene peor evolucion con niveles mas altos de BHCG. (40)

Se denomina "Sindrome de coriocarcinoma" a la presencia de pacientes
con metastasis viscerales hemorragicas que tienen una alta mortalidad, a pesar de
la terapia agresiva, aunque se han descrito coriocarcinomas metastasicos curados.
El coriocarcinoma como componente de un tumor mixto tiene mejor prondstico.

3. Tumores de mas de un tipo histolégico.
Tumores mixtos de células germinales

Entre 69 y 91% de los tumores de células germinales no seminomatosos
son de tipo mixto. Se denominan como tumores de tipo mixto con todos sus
componentes y proporciones en porcentajes. El aspecto macroscopico es
caracteristicamente variado con focos de hemorragia y necrosis. La histologia es
idéntica a las distintas neoplasias en sus formas puras.

Suele existir tendencia a no identificar el componente de tumor del saco
vitelino, que, caracteristicamente se asocia con un componente de carcinoma
embrionario. El patrén en "doble-capa" del carcinoma embrionario es un ejemplo
de tumores de células germinales mixtos, carcinoma embrionario y tumor del saco
vitelino. La asociacion de carcinoma embrionario y teratoma tiene mejor
pronostico que el carcinoma embrionario puro. El componente de tumor del saco
vitelino también conlleva un mejor pronostico.(40) (Imagen 21)
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Imagen 21. Teratoma con Seminoma

Poliembrioma y embrioma difuso

Ambos son formas especializadas de tumores mixtos de células germinales.
El poliembrioma consiste en pequefios y aislados cuerpos embrionarios, con un
centro de células de carcinoma embrionario semejante a la placa embrionaria,
asociado a una cavidad semejante a la cavidad amnidtica, y con un componente de
tumor del saco vitelino semejante al saco vitelino embrionario. Puede verse
sincitiotrofoblasto, y diferenciacion hepatica, intestinal y escamosa. Por tanto, se
considera que estos tumores tienen diferenciacion de carcinoma embrionario,
tumor del saco vitelino y, a veces, elementos de teratoma y de sincitiotrofoblasto.
Se comportan como un tumor germinal no seminomatoso.

En el embrioma difuso hay una mezcla de elementos del carcinoma
embrionario y del tumor del saco vitelino.

4. Regresion de tumores de células germinales

Diagnosticados por la presencia de metastasis, en 10% de casos se
demuestra en el testiculo tinicamente la existencia de cicatrices fibrosas con NICG
y "cuerpos hematoxilinicos" intratubulares (restos nucleares y calcificacion) o
elementos teratomatosos. Es mdas frecuente en pacientes con coriocarcinoma
metastasico.
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II.Tumores del estroma de los cordones sexuales

Suponen alrededor del 4% de los tumores testiculares. Con cuatro
categorias de neoplasias: de células de Leydig, de células de Sertoli, de células de
la granulosa y tumor del estroma de los cordones sexuales -o tipo mixto o de
origen indeterminado. (56,57,58)

Tumores de células de Leydig

Es el tumor mas frecuente entre los del estroma de los cordones sexuales,
2-3 % de todas las neoplasias testiculares. En la mayoria de los casos aparece entre
los 30-60 afios pero el rango es mds amplio, entre 2-90 afios (con otro pico en
nifos de 5-10 afios).

La presentacion depende de la edad del paciente. Asi, en nifios (20 % de los
casos) da lugar a seudopubertad precoz (por andrégenos). Son neoplasias pequefias
y no palpables cuya deteccion requiere métodos especializados. Produce
ginecomastia en 10 % de los casos. En adultos se presenta como masa testicular y
ginecomastia en 30 % de los casos. Es bilateral en 3% (59).

El examen macroscopico corresponde a nddulos solidos, bien circunscritos,
redondos, amarillos, marrones o grisdceos, con un tamafio entre 2-5 cm (rango:
0.5-10 cm). Las areas de hemorragia y necrosis se observan solo de forma
minoritaria. Se evidencia extension extratesticular en 10-15 %. El examen
microscOpico muestra mas frecuentemente un patron difuso, aunque también
pueden verse nidos y cordones rodeados por estroma fibroso. Las células son
poligonales, y, habitualmente, tienen citoplasma eosinéfilo, a veces, finamente
vacuolado lipidos. Con nucleos redondos, con nucleolo intermedio central y
moderada variacion en el didmetro. Las mitosis son infrecuentes. Pueden verse
cristales de Reinke en forma de baston, intracitoplasmaticos en el 40 % de los
casos. A veces existe un predominio de células fusiformes. Son vimentina y S-100
positivas. También puede demostrarse la producciéon de hormonas androgénicas.
Se han descrito casos con osificacion y con metaplasia adiposa. Con microscopia
electronica se observa la tipica célula productora de esteroides.

El diagnoéstico diferencial debe hacerse con la hiperplasia de células de
Leydig (como se ve en el Sindrome de Klinefelter) y otros desordenes: pero
producen un patrén de crecimiento que no destruye los tubos circundantes.
También con el tumor calcificante de células de Sertoli grandes que es multifocal,
con alta incidencia de bilateralidad, estroma mas abundante, calcificaciones,
crecimiento intratubular y ausencia de cristales de Reinke. La malacoplakia tiene
focos como células de Leydig intratubulares y los cuerpos caracteristicos de
Michaelis-Gutman. Los ndédulos del sindrome adrenogenital o del sindrome de
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Nelson son multifocales y bilaterales, pierden los cristales de Reinke y contienen
lipofucsina mas prominente. Los linfomas y plasmocitomas: tienen un patrén
intersticial 'y son frecuentemente bilalerales. Se confirman con la
inmunohistoquimica. Las metastasis de un carcinoma prostatico se diferencian con
CTK, PSA y fosfatasa acida prostatica para confirmar.

Un 10% de los tumores de células de Leydig tienen un comportamiento
maligno. Mas probable en los de mayor tamafio, con margenes infiltrativos,
necrosis, atipia nuclear y un indice mitosico de mas de 10 por 10 campos de gran
aumento y con invasion vascular (se recomienda reseccion de linfaticos
retroperitoneales) (60). También es mas frecuente en pacientes mayores. Aquellos
con ginecomastia tienen mejor prondstico. No se ha descrito comportamiento
maligno en pacientes prepuberales. Ni la radioterapia ni la quimioterapia suelen
ser eficaces.

Pueden desarrollarse recurrencias después de varios afios. La media de
supervivencia es de 4 afios.

Tumores de células de Sertoli

Representan el 1% de los tumores testiculares. Se presentan en cualquier
edad, pero mas frecuentes en hombres de mediana edad. Si se asocian con el
sindrome de Peutz-Jeghers, se trata de chicos jovenes y se acompaian de
ginecomastia. La presentacion habitual es una masa testicular, aunque, a veces
producen manifestaciones estrogénicas como ginecomastia e impotencia. La
existencia de ginecomastia en un niflo, con ausencia de virilizacion, puede ser un
signo de tumor de células de Sertoli y contrasta con los tumores de células de
Leydig, donde la ginecomastia no ocurre en ausencia de virilizacion. (61)

El examen macroscopico corresponde a neoplasias solidas, firmes, bien
circunscritas, amarillas, grises o blancas, generalmente menores de 3 cm.

Histoldgicamente constituyen tubos solidos, aunque también pueden verse
tubos con luces, nidos y cordones. En algunos casos presentan vacuolizacion
citoplasmatica, con aspecto microquistico. El citoplasma es claro con alto
contenido lipidico y los nucleos son ovales con un nucleolo de tamafo intermedio.
La presencia de células de la granulosa o elementos del estroma de los cordones
sexuales de tipo indeterminado, coloca a esta neoplasia dentro de la categoria de
los tumores mixtos del estroma de los cordones sexuales o incompletamente
diferenciados dentro de ese grupo. Se detecta inmunoexpresion para CTK,
vimentina, alfa-1-antitripsina y enolasa neuronoespecifica.
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La microscopia electrénica corresponde a células interconectadas por
desmosomas con abundante REL y vacuolas lipidicas. Pueden identificarse
filamentos  citoplasmaticos de  Charcott-Bottcher  (patognomonicos  de
diferenciacion de células de Sertoli), aunque son mds abundantes en el tumor
calcificante de células de Sertoli grandes. En torno a un 10% manifiesta un
comportamiento maligno con neoplasias grandes, con actividad mitdtica,
pleomorfismo, pobre circunscripcion e invasion linfatica y vascular, aunque no es
posible predecir con exactitud. A diferencia de los tumores de Leydig en nifios, en
los tumores de Sertoli infantiles, si puede darse un comportamiento maligno.

El diagndstico diferencial se cuestiona con seminomas con patron tubular,
que son raros y presentan glucogeno citoplasmatico, mientras que las células de
Sertoli contienen lipidos. Puede verse NICGi en seminomas y no en tumores de
células de Sertoli. Pueden ser utiles la PLAP y la microscopia electronica.
También con los nédulos hiperplasicos de células de Sertoli comunes en testiculos
criptorquidicos y menos frecuentes en no criptorquidicos, son pequefios nddulos, a
veces microscopicos, constituidos por tubos de pequefio tamafio delimitados por
células de Sertoli con ocasionales espermatogonias, por tanto distinto al tumor de
células de Sertoli y con presencia frecuente de material hialino de membrana basal,
en las zonas centrales de los tubulos.

Los ndédulos hamartomatosos son multiples en testiculos extirpados de
pacientes con sindromes de insensibilidad a los andrégenos. Los adenomas de
células de Sertoli, proliferacion de células de Sertoli en pequeiios tubos,
entremezclados con células de Leydig. Se ven en un 25 % de casos de sindrome de
insensibilidad a androgenos.

Tumor esclerosante de células de Sertoli: Es una variante del tumor de
células de Sertoli, asociado a esclerosis prominente del estroma. Con una media de
edad de 18 afios (rango de 18-80). Se trata de masas testiculares indoloras y cursan
con sintomas endocrinos.

El examen macroscopico corresponde a neoplasias menores de 1,5 cm, bien
circunscritas, firmes, blancas, marrones o amarillas que, con microscopia Optica
muestran tibulos sélidos o no, acompafniados de cordones de células en un estroma
fibroso hipocelular. Las células tienen citoplasma claro y vacuolas lipidicas. Los
nlcleos varian de pequefios e hipercromaticos a grandes y vesiculosos. El 10 %
presentan atipia significativa y actividad mitdtica. So6lo son positivas para
vimentina. El diagnéstico diferencial se plantea con el tumor carcinoide, el tumor
adenomatoide centrado en estructuras paratesticulares y las metéstasis de un
carcinoma prostatico que no forman tubulos y son PSA y fosfatasa alcalina
prostatica (FAP) positivos.
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Tumor calcificante de células de Sertoli grandes: Asociado con el
Sindrome de Carney (mixomas de la piel, de los tejidos blandos y del corazon, asi
como lesiones mixoides en la mama), léntigos en cara y labios, nevus cutaneos
azules, sindrome de Cushing secundario a hiperplasia adrenal, adenomas
somatotrofos hipofisarios y schwannomas melanociticos psamomatosos. También
puede verse en el Sindrome de Peutz-Jeghers. Se presenta generalmente en
pacientes jovenes con una media de 16 afios. La mayoria de los pacientes debutan
con una masa testicular, 40 % con sintomas del Sindrome de Carney, otros con
pseudoprecocidad isosexual y ginecomastia.

En el examen macroscopico suelen ser tumores pequefios de menos de 4
cm, con frecuencia bilaterales y multifocales, amarillos o marrones, con un corte
tipico de tejido con calcificaciones. Histologicamente constituyen nodulos, nidos y
cordones de células poligonales grandes, con abundante citoplasma eosinofilico,
en un estroma fibroso mixoide. El crecimiento intratubular del tumor es frecuente
y muestra calcificacion en 50% de casos, dentro de focos intratubulares o
extratubulares de tumor. El nicleo es oval y pueden tener nucleolo prominente.
Las figuras de mitosis son raras excepto en casos malignos. La microscopia
electronica se corresponde con tumores de células de Sertoli, planteando
diagnostico diferencial con tumores de células de Leydig.

Tumores de células de la granulosa

De tipo adulto: Semejantes a los descritos en ovario. Son muy raros en el
testiculo. Con un rango de edad de 21-73 afios. Asociados con ginecomastia.
Macroscopicamente amarillos o grisaceos, con un patréon sélido, parcialmente
quistico. Semejantes a los del ovario muestran cuerpos de Call-Exner, ntcleo
palido y frecuentes hendiduras.

Las células son positivas para vimentina y CTK 8 y 18, negativas para
EMA, detectandose receptores de hormonas esteroideas. El comportamiento
maligno es raro (metastasis en 10 % de los casos).

De tipo juvenil: También semejantes a los descritos en el ovario. Suelen
presentarse en nifios muy pequeinios, menores de 5 meses y pueden ser congénitos.
Se describe asociacion con mosaicismo X/XY.

Se detectan como masa testicular, con mezcla variable de areas solidas
grises o amarillas con quistes ocupados por fluido viscoso. Corresponden a
estructuras como foliculos, redondeadas, con liquido de aspecto acuoso, fluido,
con frecuencia positivo para mucicarmin. Las dreas solidas estan constituidas por
nodulos y sabanas de células con frecuente hialinizacion estromal. Las células
presentan abundante citoplasma eosindfilo claro y nutcleo hipercromatico,
redondeado, con nucleolo. Las mitosis pueden ser muy numerosas, pero el

82



comportamiento es sorprendentemente benigno, planteando diagnostico diferencial
con el tumor del saco vitelino.

Tumores del estroma de los cordones sexuales, mixtos e inclasificados

Como mezcla o bien con formas no especificas de diferenciacion. Con
amplio rango de edad. Se presentan en forma de masas testiculares y en un 15% de
casos asocian ginecomastia. Aproximadamente en un 50% de casos ocurren en
nifios. Pueden ser desde pequeios nddulos a grandes masas, lobulados, grises o
amarillos, con una mezcla variable de células epiteliales y diferenciacion estromal.
Puede existir pleomorfismo y figuras mitdticas prominentes, con diferenciacion
sarcomatoide. En los mejor diferenciados pueden verse tibulos con células
semejantes a las de Sertoli. Algunas neoplasias con patron estromal, pueden
derivar de células peritubulares miofibroblésticas.

Es benigno en nifios menores de diez afios, con pronostico reservado en
adultos (maligno en 20 % de casos). El tratamiento de eleccion es la orquiectomia
con reseccion de ganglios retroperitoneales en casos con sospecha de malignidad
(tamafio grande, patrén de crecimiento invasivo, invasion vascular o linfética,
atipia nuclear, alto indice mitdsico y necrosis).

III. Tumores mixtos de células germinales y del estroma de los cordones
sexuales

Gonadoblastoma

Mezcla de células germinales como las del seminoma y células de los
cordones sexuales (células de Sertoli). Casi siempre ocurren en pacientes con
gbonadas disgenéticas y un sindrome intersexual, 80% fenotipo femenino y 20%
fenotipo masculino. Bilateral en 1/3 de casos. Los pacientes fenotipicamente
varones, presentan sintomas de feminizacién en la adolescencia.

Macroscopicamente son marrones o amarillos con zonas de calcificacion al
corte.

Microscopicamente, el patrén mas comin son nidos redondeados, bien
definidos de células como seminoma, entremezclados con células de los cordones
sexuales, redondas o anguladas, que pueden constituir una empalizada periférica.
También pueden distribuirse en forma de cordones, con ambos tipos de células.
Dentro de los nidos pueden observarse agregados eosindfilos de material como
membrana basal, que pueden dar lugar a calcificaciones. Fuera de estos nidos

83



pueden verse, en 2/3 de los casos, agregados de células de Leydig, que han perdido
los cristales de Reinke.

El gonadoblastoma debe considerarse como una forma "in situ" del tumor
de células germinales. En 50 % de los casos se desarrolla un tumor invasivo de
c¢lulas germinales, habitualmente un seminoma. En 8% de casos, es un tumor de
mayor malignidad -tumor del saco vitelino o carcinoma embrionario, etc. Esta
indicada la gonadectomia bilateral. El prondstico es bueno si no existe componente
invasivo.

Otros tumores mixtos de células Germinales y estroma de los cordones sexuales

Son raros. Mas frecuentes en adultos entre 30 y 69 anos. Debutan como
masa testicular de larga evolucion. No se han identificado disgenesia gonadal ni
sindromes intersexuales.

Macroscopicamente son grisdceos-blanquecinos, sélidos o parcialmente
quisticos. Macroscopicamente se observa una sdbana de células constituida por
una mezcla de elementos grandes, como seminoma, y células oscuras, como de
cordones sexuales. Las areas de proliferacion de estas ultimas, pueden recordar
tumores de células de la granuloso de tipo adulto o tumores de células de Sertoli, y
se han identificado cristales de Charcot Bottcher en un caso.

Se debe diferenciar del gonadoblastoma: por la ausencia de cambios
degenerativos y del patron en nidos y la diferente situacion clinica. No se ha
descrito el desarrollo de tumor invasivo ni de metastasis. La orquiectomia es el
tratamiento apropiado.

IV. Tumores de la rete testis
Adenocarcinoma

Se piensa que la mayoria representan tumores de diferenciacion mulleriana,
frecuentemente con la morfologia de los cistoadenomas serosos de bajo potencial
maligno. Pero existen adenocarcinomas de la rete testis con una combinacion de
patrones solidos, tubulares o papilares, con clara invasion estromal. Con un rango
de edad entre 31-91 afios y solo descritos en pacientes blancos. La mayoria se
presentan con dolor e hinchazén testicular, sintomas de epididimitis o de hidrocele.
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Macroscopicamente blancos, pero, a veces, amarillos, marrones o grises,
centrados en el hilio testicular.

Microscopicamente puede identificarse la transicion entre el epitelio
neoplasico y no neoplasico de la rete testis. Son frecuentes las hendiduras en el
seno de los nidos sélidos del tumor. Puede observarse un patron tubular semejante
al tumor de células de Sertoli y transicion de patrones epiteliales a morfologia
fusiforme.

Es frecuente la extension a otras estructuras y las metastasis linfaticas al
retroperitoneo. Se ha descrito afectacion de la piel perineal y escrotal. El
prondstico es malo.

La diferenciacion de los tumores de tipo mulleriano se basa en el patron
quistico predominante de estos, la localizacion hiliar y la transicion con el epitelio
normal, en el caso de los adenocarcinomas de la rete testis. La diferenciacion del
mesotelioma maligno puede requerir inmunohistoquimica y microscopia
electronica.

V. Miscelanea

Incluyendo tumores inclasificados y tumores de tipo celular incierto.

VI. Tumores paratesticulares
Mesotelioma

Se han descrito benignos y malignos (atipia, mitosis e invasion). Los
malignos presentan una media de 56 afios (amplio rango), asociado a la exposicion
a asbesto. La clinica es semejante al hidrocele. Puede observarse invasion de
estructuras vecinas. Microscopicamente muestran un patron papilar epitelial, con
una sola capa de mesotelio sobre un eje fibrovascular. Se identifican cuerpos de
psammoma. Pueden observarse atipias e invasion de estructuras vecinas. A veces
se reconoce un patron bifasico con células fusiformes. Son utiles las mismas
técnicas de diagndstico empleadas en otras localizaciones. El tratamiento de
eleccion es la orquiectomia radical. (62)

Tumores de epitelio de tipo ovdrico

Como resultado de metaplasia mulleriana del mesotelio. También
intratesticular por inclusiones mesoteliales embrionarias. Se han descrito tumores
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de Brenner benignos y un tumor de Brenner maligno, asi como la combinacion de
tumor de Brenner y tumor adenomatoide. También tumores serosos papilares
paratesticulares o intratesticulares. Si son paratesticulares se presentan con
hidrocele. MacroscOpicamente se reconocen lesiones unicas o multifocales,
exofiticas y papilares. Microscopicamente la apariencia es de un tumor papilar
seroso de baja malignidad, aunque puede observarse franca invasidon en un
cistoadenocarcinoma. También pueden verse cistoadenomas serosos y
cistoadenofibromas papilares.

La orquiectomia radical es el tratamiento de estos tumores. Los de bajo
potencial maligno tienen buen prondstico, pero los pacientes con
cistoadenocarcinoma desarrollan metastasis. Se describe un caso raro de
cistoadenoma mucinoso paratesticular.

Otros tumores

Leiomiomas, = hemangiomas,  histiocitomas  fibrosos  malignos,
neurofibromas y quistes dermoides de las tunicas testiculares. Tumores
adenomatoides, independientes del epididimo. Consisten en una proliferacion de
células, desde cuboideas a aplanadas que foman cordones so6lidos, con aspecto
epitelial, alternando con luces dilatadas de aspecto cuboideo o plano, semejante
¢éste ultimo, al endotelio vascular. El estroma circundante suele ser prominente, a
veces hialinizado, con abundantes fibras de musculo liso y fibras elésticas. Puede
verse reaccion desmoplasica e infiltrado inflamatorio. Las células tumorales
presentan llamativa vacuolizacion citopldsmica, sin mucina.(63)

Tumores desmopldasicos de células pequefias y redondas (descrito en
abdomen de hombres jovenes)
VIL.Tumores hematopoyéticos
Linfoma

Puede ser primario pero con mayor frecuencia representa enfermedad
extratesticular diseminada. La media de edad es de 60 afos. Representan solo el
5% de los tumores testiculares pero alcanzan el 50% en hombres mayores de 60

anos La afectacion bilateral es comun, simultanea, en 20% de los pacientes
(64,65). Se acompana de afectacion sistémica con fiebre y pérdida de peso.
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Macroscopicamente es una neoplasia blanca, marrén o rosada, semejante al
seminoma, pero presenta extension extratesticular con mayor frecuencia. (Imagen

22)

10SPITAL GENERAL _
INIVERSITARIO-MURCIA 12 3 1 4 E 16

A

Imagen 22. Linfoma Testicular

Microscopicamente destaca el patron intersticial, con presencia de tibulos
seminiferos preservados en cantidad mucho mayor que en los tumores de células
germinales. Los linfocitos presentan distinta citologia segun el tipo de linfoma. Es
frecuente la migracion a los tubos seminiferos. No se asocia con NICGi (a
diferencia de los tumores de células germinales). Pueden usarse el antigeno comun
leucocitario (LCA) y PLAP en el diagnéstico diferencial.

La mayoria son linfomas de célula grande, de fenotipo B y apariencia
inmunoblastica. Predominan las formas difusas, con alta incidencia de invasion
vascular. El linfoma de Burkitt es el linfoma mas comun con afectacion testicular
en la infancia. La enfermedad de Hodgkin es infrecuente en el testiculo.
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Se debe diferenciar de una orquitis cronica, por la naturaleza parcheada y la
heterogeneidad del infiltrado (el pseudolinfoma testicular es un exuberante
ejemplo con hiperplasia linfoide reactiva). Distinguir también de seminonas
anaplésicos y espermatociticos. El estadio constituye el factor pronodstico mas
importante.

Plasmocitoma

Raros en testiculo. Suelen ser una manifestacion mas de un mieloma
multiple en el paciente. Ocurre en 2% de los casos, y suele ser un hallazgo de
autopsia. En los raros casos en que se diagnostica unicamente en el testiculo, debe
descartarse afectacion sistémica.

Macroscopicamente son blandos y elésticos, con frecuencia con focos de
hemorragia.

Microscopicamente son semejantes a los plasmocitomas en otros lugares.
La demostracion de monoclonalidad, con restriccion de cadenas ligeras de
inmunoglobulinas, confirma el diagnostico.

Infiltracion leucémica

40-60% en leucemia aguda y 20-35% en pacientes con leucemia crdnica.
Mayor tendencia en nifios con leucemia linfoblastica. El diagnostico habitual se
realiza por biopsia, pero, en raros casos puede detectarse masa o induracion
testicular.

Microscopicamente muestran un patrén intersticial de tipo monomorfico,
con la morfologia propia del tipo de leucemia. El diagnostico diferencial debe
realizarse con orquitis, linfoma y seminoma de patron intersticial.

VIII. Tumores metastasicos o secundarios

De proéstata (35%), pulmén (19%), melanoma maligno (9%),
carcinomas de colon (9%) y de rifion (7%).

En el caso de la préstata, también es mas facil reconocer las metastasis por
el examen de las orquiectomias terapeuticas. La edad media es de 57 afos
(mayores que en los tumores de células germinales). La elevacion de marcadores
serologicos es menos probable en las metastasis.
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Macroscopicamente, lo mas frecuente es el patron multinodular, pero
pueden verse otros. La afectacion bilateral favorece el proceso metastésico.

Microscopicamente presentan un patron intersticial, con extensa invasion
vascular y linfatica, con ausencia de IGCNU y marcadores de inmuhistoquimica
en casos complejos.

IX. Lesiones neoplasicas y no neoplasicas testiculares y paratesticulares

De interés en el diagndstico diferencial de las neoplasias principalmente
malignas de la zona. Se destacan so6lo algunas de las citadas en clasificacion
modificada de WHO:

Hidrocele

Se origina por fallo en la obliteracion completa de los procesos vaginales.
El fluido se acumula entre las capas parietal y visceral o bien por produccion desde
la cavidad peritoneal. El diagndstico se realiza por transiluminacion. Estan
constituidos por tejido conectivo laxo con revestimiento mesotelial.

Fusion espleno-gonadal

Se presenta como una masa testicular izquierda en la que tejido esplénico
accesorio estd adherido al testiculo, epididimo o cordon espermatico. También
puede localizarse dentro de la tinica albuginea. Si es de tipo continuo (se asocia
con defectos en los miembros y micrognatia) constituye una masa de tejido
fibroso que conecta con el bazo, o discontinuo, cuando dicha conexidn no existe.

Periorquitis meconial

Se produce durante la vida fetal. En algunos pacientes asociada a fibrosis
quistica. Se trata de una masa testicular en infancia temprana, amarillo-verdosa.
Microscopicamente formada por combinacion de macréfagos pigmentados,
estroma mixoide, escamas y lanugo. Puede verse calcificacion e hiperplasia
mesotelial.

Proliferacion fibrosa nodular y difusa
Entre las tinicas testiculares, y menos frecuentemente, afectando epididimo

y cordon espermatico. Con una media de presentaciéon de 30 aios (7-95). En
algunos casos con historia previa de trauma o infeccion. La mayoria se presentan
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como masa escrotal, con un engrosamiento difuso, multinodular del tejido
peritesticular, o un discreto ndédulo de tejido blanquecino, que puede alcanzar hasta
15 cm. Pueden existir un hidrocele o espermatocele asociado. Microscopicamente
se observa una mezcla de tejido fibroso, fibroblastos, células inflamatorias y
calcificacion distrofica. Las lesiones tempranas son mas celulares y mas
colagenizadas que las tardias. Pueden dar lugar a lesiones con rasgos de
miofibroblastoma. Debe diferenciarse del mesotelioma fibroso, con ayuda de
técnicas de inmunohistoquimica y de microscopia electronica. La excision es
curativa.

Quistes epidermoides

Frecuentes en el testiculo. De etiopatogenia desconocida: desplazamiento
del epitelio escrotal, metaplasia de inclusiones mesoteliales y teratomas
monodérmicos (en este ultimo caso, difieren de las otras formas de teratoma
maduro, por su curso benigno y la no asociacion con IGCNU). Més frecuentes
entre 20-40 afios, como masa testicular palpable de aproximadamente 2 cm de
diametro y con las caracteristicas habituales de estas lesiones en otras
localizaciones. Son lesiones benignas pero deben distinguirse del teratoma
(presencia de otros elementos teratomatosos y de IGCNU) y de los quistes
dermoides (presencia de estructuras anexiales asociadas al revestimiento
€scamoso).

Tumores mesenquimales

Derivados de células estromales del intersticio testicular como las células
mioides peritubulares, las células de musculo liso de origen vascular o de células
mesenquimales primitivas capaces de diversas formas de diferenciacion. Descritos,
aunque raros, leiomiomas testiculares, neurofibromas, hemangiomas, y
hemangioendoteliomas. Entre los sarcomas: osteosarcomas, fibrosarcomas,
leiomiosarcoma, y, mas cominmente, rabdomiosarcoma. Posiblemente alguno de
estos casos, especialmente en jovenes, represente el crecimiento de un componente
sarcomatoso de un teratoma.(66)

Displasia quistica de la rete restis
En nifios, como masa testicular. Histologicamente como dilatacion quistica
de la rete y de los tubos rectos con compresion y atrofia de los tubos seminiferos.

Parece ser una anomalia del desarrollo y estd asociada con agenesia renal
ipsilateral y displasia renal.
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Hiperplasia adenomatosa de la rete testis

Se observa en pacientes con un media de 59 afos, como masas testiculares
hiliares con apariencia solido-quistica. Con microscopio Optico corresponden a
proliferaciones tubulo-papilares de células columnares o cuboideas, que se
proyectan en canales dilatados de la rete testis.
Proliferacion nodular de tejido conectivo calcificante

Consiste en proyecciones de tejido fibroso en el interior de la rete.

Transformacion quistica adquirida de la rete testis

Se produce por obstruccion de vias espermaticas y aparece asociada a fallo
renal.

Otras lesiones no neoplasicas en este darea
Se pueden citar:
- Quistes mesoteliales

-  Hematoceles
- Endometriosis.
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IV. MATERIAL Y METODOS
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1. MATERIAL

Se ha realizado un estudio observacional transversal con recogida de todos
los tumores testiculares diagnosticados en los Servicios de Urologia y Anatomia
Patologica del Hospital General Universitario de Murcia (actualmente Hospital
General Universitario “Reina Sofia ) durante 15 afios desde 1988 hasta el afio
2003 asi como los recogidos en 8 afios en el Hospital General Universitario
“Morales Meseguer” de Murcia desde 1995 a 2003 (apertura del mismo).

Se han recogido 18 tumores en el periodo comprendido en el Hospital
General Universitario “Morales Meseguer”, que corresponde al 35,2% de la
muestra y 35 tumores proceden del Area del Hospital General Universitario,
actual “Reina Sofia”que constituyen el 64,8%.

Se recuperaron de los Servicios de Documentacion de los dos hospitales las
Historias Clinicas de los pacientes portadores de dichos tumores. En todas las
historias clinicas de los pacientes buscamos una serie de datos realizando una ficha
individualizada en la que se recogian diferentes variables (4nexo 1. Tabla de
recogida de datos):

Edad

Lado

Localizacion dentro de la gonada
Estadio clinico

Estadio patoldgico

Se recogieron los bloques de los tumores testiculares y se seleccionaron los
mas representativos y se practican doce cortes por bloque. Realizamos el estudio
anatomopatoldgico exhaustivo de las muestras obstenidas que describimos mas
adelante. Aplicamos diferentes tinciones y técnicas inmunohistoquimicas que se
describe detalladamente en Método tanto en el TCG que fueron 51, como en el
Tejido Peritumoral (TP), no afecto macroscopicamente. Disponiamos de material
suficiente para el mismo en 49 de los 51 especimenes, lo que constituye un 96,1%.

Todo el Estudio anatomopatolégico tanto macro, micro como la
interpretacion de los marcadores inmunohistoquimicos ha sido realizados por un
solo Patologo lo que permite excluir variabilidad observador dependiente y
desaparece cualquier sesgo en la misma.
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Para la Clasificacion de los Tumores de Células Germinales seguimos la
Clasificacion TNM. Clasificacion AMJC (175). ElI AMJC (American Joint
Comitte on Cancer) ha designado los estadios mediante clasificacion TNM

Definiciones TNM

Tumor Primario (T)

El grado del tumor primario se clasifica después de una orquiectomia
radical, y por esta razdn se asigna un estadio patologico.

pTX: No puede evaluarse el tumor primario*

pTO: No hay constancia de tumor primario (por ejemplo, cicatriz
histolégica en el testiculo) .

pTis: Neoplasia celular Intratubular

pT1l: Tumor limitado al testiculo y epididimo sin invasion
linfatico/vascular; el tumor podria invadir la tinica albuginea pero no la
tinica vaginalis .

pT2: Tumor limitado al testiculo y epididimo con invasion
linfatico/vascular o tumor extendiéndose a través de la tinica albuginea

involucrando la tunica vaginalis .

pT3: Tumor invade el cordon espermatico con invasion linfatico/vascular o
sin esta.

pT4: Tumor invade el escroto con invasion linfatico/vascular o sin esta
* (Nota: La extension del tumor primario se clasifica por medio de la
orquiectomia radical excepto para pTis y pT4. El TX se podria emplear para otras
categorias en la ausencia de una orquiectomia radica)
Ganglios linfdticos regionales (N)

NX: No pueden evaluarse los ganglios linfaticos regionales .

NO: No hay metastasis regional de ganglios linfaticos.
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N1: Metastasis con un solo ganglio linfatico, <2 cm en su dimension
mayor; o ganglios linfaticos multiples de <2 en su mayor dimension.

N2: Metastasis en un solo ganglio linfatico, protuberancia >2 c¢m pero <5
cm en su dimension mayor; o ganglios linfaticos multiples, <5 cm en su

dimension mayor.

N3: Metastasis con una protuberancia de un ganglio linfitico >5 cm en la
dimension mayor .

Metdastasis a distancia (M)
MX: No puede evaluarse la presencia de metastasis a distancia .
MO: No hay metéstasis a distancia.
M1: Metastasis a distancia .
M1la: Metastasis pulmonar nodal o no regional.

M1b: Metastasis distante ademas de los ganglios linfaticos no regionales y
los pulmones .

Marcadores tumorales séricos (S)
SX: Estudios sobre marcadores no realizados o disponibles.

S0: Los grados de estudio de los marcadores, dentro de los limites de
normalidad .

S1: Lactatodeshidrogenasa (LDH) <1,5 X N*y
Gonadotropina coridonica humana (hCG) (mIU/mL) <5000 y
Alfa fetoproteina (AFP) (ng/mL) <1,000

S$2: LDH 1,5-10 X N* o
hCG (mIU/mL) 5000-50,000 o
AFP (ng/mL) 1,000-10,000

S3: LDH> 10 X N* o

hCG (mIU/mL) >50,000 o
AFP (ng/mL) >10,000
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* (Nota: N indica el limite optimo de lo normal para la prueba del LDH)
Agrupacion por estadios del AJCC

Estadio 0
pTis, NO, MO, SO

Estadio 1
pT1-4, NO, MO, SX

Estadio 14
pT1, NO, MO, SO

Estadio IB

pT2, NO, MO, SO
pT3, NO, MO, SO
pT4, NO, MO, SO

Estadio IS
Cualquiera pT/Tx, NO, MO, S1-3

Estadio 11
Cualquiera pT/Tx, N1-3, M0, SX

Estadio 114
Cualquiera pT/Tx, N1, M0, SO
Cualquiera pT/Tx, N1, MO, S1

Estadio IIB
Cualquiera pT/Tx, N2, M0, SO
Cualquiera pT/Tx, N2, MO, S1

Estadio IIC
Cualquiera pT/Tx, N3, M0, SO
Cualquiera pT/Tx, N3, MO, S1

Estadio 111
Cualquiera pT/Tx, cualquiera N, M1, SX

Estadio 1114
Cualquiera pT/Tx, cualquiera N, M1a, SO
Cualquiera pT/Tx, cualquiera N, M1a, S1



Estadio IIIB
Cualquiera pT/Tx, N1-3, M0, S2
Cualquiera pT/Tx, cualquiera N, M1a, S2

Estadio I1IC

Cualquiera pT/Tx, N1-3, MO, S3

Cualquiera pT/Tx, cualquiera N, M1a, S3
Cualquiera pT/Tx, cualquiera N, M1b, cualquiera S

Ademas de las definiciones de estadios clinicos, se puede designar el
estadio quirdrgico sobre la base de los resultados de la extirpacion quirtrgica y el
examen microscopico del tejido.

Estadio I

El cancer testicular en estadio I esta limitado al testiculo. La invasion de la
pared escrotal por el tumor o la interrupcion de la pared escrotal por cirugia previa
no cambian el estadio pero si aumenta el riesgo de propagacion a los ganglios
linfaticos inguinales, y esto debera considerarse en el tratamiento y seguimiento.
La invasién de la tinica albuginea del epididimo o el cordéon espermatico no
cambia el estadio pero si aumenta el riesgo de compromiso ganglionar
retroperitoneal y el riesgo de recurrencia. Este estadio corresponde al estadio I y
estadio II del sistema de clasificacion AJCC.

Estadio 11

El cancer testicular en estadio II incluye el testiculo y los ganglios
linfaticos retroperitoneales o paraaorticos generalmente en la region del rifion. El
compromiso retroperitoneal debe ser caracterizado ain mas por el nimero de
ganglios complicados y el tamafio de los ganglios complicados. El riesgo de
recurrencia aumenta si hay >5 ganglios complicados, si el tamafio de uno o mas
ganglios complicados es >2 cm o si hay complicacion extraganglionar adiposa. La
enfermedad voluminosa en estadio II describe a pacientes con ganglios
retroperitoneales extensos (>5 cm) que requieren quimioterapia primaria y que
tienen un prondstico menos favorable. Este estadio corresponde al estadio III y
estadio IV del sistema de clasificacion de AJCC (no hay metastasis distante).

Estadio II1

El estadio III implica propagacion mas alld de los ganglios
retroperitoneales basdndose en el examen fisico, radiografias o analisis de sangre.
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El estadio III se subdivide en estadio III no voluminosa versus estadio III
voluminosa. En estadio III no voluminosa, las metastasis estan limitadas a los
ganglios linfaticos y el pulmén sin una masa >2 cm en diametro. El estadio 11
voluminosa incluye complicacion ganglionar retroperitoneal extensa, méas ganglios
pulmonares o propagacion a otros organos como el higado o el cerebro. Este
estadio corresponde al estadio IV del sistema de clasificacion AJCC (metastasis
distante).
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2. METODO

Estudio histopatologico

Realizamos el estudio anatomopatoldgico exhaustivo de las muestras
obtenidas consistente en:

Estudio macroscopico

Tanto en superficie externa como al corte valorando:
e Delimitacion: margenes
0 expansivo (bien delimitado)
0 infiltrativo (mal delimitado).
Cépsula
Coloracion
Necrosis
Hemorragia
Infiltracion: albuginea, epididimo, cordon testicular
Presencia de parénquima testicular respetado

Estudio microscopico

Una vez incluidas las muestras en parafina segin método habitual,
realizamos cortes a 4u, que fueron tenidas con las técnicas de tincion de
Hematoxilina-Eosina y PAS.

Fueron evaluados:

e Tipo histologico y su composicion
e Margenes:
- expansivo (bien delimitado)
- infiltrativo (mal delimitado)
e Hemorragia
e Infiltracion
e Tipo de crecimiento:
0 solido
cordonal
tubulo/glandular
nodular o difuso,
quistico

O 00O
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Necrosis

Apoptosis,

Cuerpos embrioides

Cuerpos de Schiller-Duval

Fibrosis

Infiltracion inflamatoria:
0 Cronica: linfocitos, células plasmaticas, macrofagos
0 aguda: PMN-N

e C(Calcificaciones

e C(Citoplasma:

O vacuolado,

O granular,
0 globulos hialinos
e Nucleo:

0 multinucleado,
0 pleomorfico,

0 nucléolo

e Grado

e Mitosis
0 <2x10cga,
0 3-5x10cga,

0 6-10x 10 cga,
0 >10x10cga
e PAS
e Parénquima testicular adyacente:
0 Atrofia
0 Only Sertoli
o NICG
o PAS

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL. ESTUDIO INMUNO-
HISTOQUIMICO

El estudio inmunohistoquimico se realizo sobre material previamente fijado
con formol y procesado de manera rutinaria e incluido en bloques de parafina. Se

utilizaron secciones de 3-4 micras.

Fundamento de las técnicas inmunohistoquimicas

Las técnicas inmunohistoquimicas son aquellas que nos permiten detectar
in situ componentes moleculares propios de unas células o estirpes celulares, como
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son enzimas, proteinas del citoesqueleto, antigenos tumorales y otros componentes
celulares que nos ayudan a un mejor conocimiento bioldgico y al diagndstico
diferencial de diferentes “procesos” patologicos. Estas técnicas se basan en una
reaccion antigeno-anticuerpo. (176)

Los Anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales. Los policlonales
son producidos por distintas células, por lo que son inmunohistoquimicamente
distintos. Reaccionan con varios epitopos del antigeno. Los monoclonales son
producidos por clones de células plasmaticas. Los Anticuerpos de un clon son
inmunohistoquimicamente idénticos y reaccionan con un epitopo especifico del
antigeno. Los anticuerpos monoclonales tienen numerosas ventajas sobre los
policlonales porque tienen una alta homogeneidad, son mas especificos, de facil
caracterizacion y escasa variabilidad de unos lotes a otros.

Método de la avidina-biotina

Las primeras técnicas de inmunohistoquimica que se usaron se basaban en
la deteccion de inmunoglobulinas y complemento mediante inmunofluorescencia.
Se marcaba un anticuerpo y luego se demostraba que este se habia unido al
antigeno visualizando el tejido con un microscopio de inmunofluorescencia. En la
actualidad este método ha sido desplazado por otros que nos permiten visualizar
los tejidos a microscopia optica. Uno de los métodos mas usado es el de avidina-
biotina (177).

La Avidina es una proteina que se encuentra en la clara de huevo y tiene
una gran afinidad por la biotina que es una vitamina de bajo peso molecular. La
avidina actiia como unidn entre el anticuerpo secundario y la peroxidasa marcados
con biotina

Técnica inmunohistoquimica

Se realizan secciones de 3-4 micras de grosor con microtomo convencional.
A continuacion se dejan secar las preparaciones sobre una placa caliente para
facilitar la adhesion del tejido a la laminilla y evitar su despegamiento con los
procedimientos posteriores. A continuacion se procedid a desparafinar las
muestras mediante pases progresivos de 10 minutos por xiloles y alcoholes.

Después se realizO un pretratamiento con microondas incluyendo las
muestras en un volumen de 250 cc de buffer citrato (pH6), a 750 w en tres ciclos
de 10,5 y 5 minutos respectivamente y descansando 1 minuto entre cada ciclo, para
evitar el despegamiento de las muestras por efecto del calor. Este pretratamiento,
se denomina desenmascaramiento antigénico y pretende desenmascar los
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antigenos, que estan inactivados por el proceso de la fijacion, para que puedan
reaccionar con los anticuerpos primarios. Hay numerosos estudios que destacan la
importancia de este paso para la obtencion de una buena calidad de las técnicas
inmunohistoquimicas (178, 179, 180).

A continuacidon dejamos enfriar las preparaciones a temperatura ambiente
en la solucion de buffer durante 20 minutos. Cuando se han enfriado las muestras
realizamos un lavado de las mismas con agua destilada y, las incluimos en metanol
peréxido de hidrégenos al 1% durante 20 minutos, para bloquear la peroxidasa
endogena.

Posteriormente lavamos las laminillas con PBS y procedemos a la
incubacién con suero de caballo durante 20 minutos, a temperatura ambiente y en
camara himeda. Para mantener estas condiciones de humedad, ponemos en el
fondo de las placas de Petrik PBS, y asi evitamos la desecacion de las
preparaciones. A continuacion, sin la var las preparaciones, cubrimos los tejidos
con el Anticuerpo primario a dilucién de 1/50, 1/40 y los dejamos 30 minutos a
37°C, o toda la noche a temperatura ambiente.

A continuacioén tras volver a lavar las preparaciones con PBS en tres pases
de cinco minutos, se cubrieron con el anticuerpo secundario a una dilucion de
1/200 (DAKO mouse inmunoglobulins y DAKO rabbitt inmunoglobulins) y se
incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se vuelven a lavar con PBS
y se incuban durante 45 minutos con el complejo avidina-biotinas (ab complex,
HRP DAKO, avidin biotinylated horseradish peroxidase) que hemos preparado
previamente 30 minutos de antelacion. Lavamos de nuevo con PBS.

El ultimo paso es el revelado con cromégenos (Diaminobenzidine
chromogen kit tablets. Biomeda corp. USA)

Luego lavamos las preparaciones, las contrastamos con un pase rapido por
Hematoxilina de Mayer, las rehidratamos con pases sucesivos por alcoholes y

xiloles y las montamos con Eukitt.

Valoracién de los resultados inmunohistoquimicos

Una vez asegurado que la técnica ha sido correcta, que se realiza con
controles para estos anticuerpos se cuantifican cada una de las técnicas con los
siguientes criterios:

La medicion de la tincion se realizo de una manera semicuantitativa usando
una escala de 1 + a 3+ que corresponderia:
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+  de 0a9% de las células muestran positividad.
++ de 10 a 50 de las células muestran positividad.
+++ mas del 50% de las células son positivas. (181).

Los Anticuerpos primarios utilizados fueron:
1. BHCG: Polyclonal Rabbit _Anti-Human _Chorionic __Gonadotropin

(®DakoCytomation Denmark A/S - Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup
- Denmark)

Estd indicado para uso para su uso en inmunocitoquimica. El anticuerpo
marca a las células que contienen gonadotropina coriénica humana (HCG, por sus
siglas en inglés) (67) y puede utilizarse para demostrar la presencia de elementos
trofoblasticos, por ejemplo en los tumores de células germinales (68). La HCG es
una glicoproteina de 40 kDa compuesta de dos subunidades: a y . La subunidad o
es comiun a la HCG, LH, hormona foliculoestimulante (FSH) y hormona
estimulante del tiroides (TSH), mientras que la subunidad  es exclusiva de la
HCG, aunque su secuencia de aminoacidos es parcialmente idéntica a la de la
subunidad  de la LH (69,70). La HCG es el marcador més importante de las
células trofoblasticas gestacionales, estando presente en las células
sincitiotrofoblasticas y células del trofoblasto intermedio, y ausente en los
citotrofoblastos. Asimismo, se ha demostrado que la HCG se expresa en algunos
tumores no trofoblésticos, por ejemplo, en el 14% de los pacientes aquejados de
carcinoma hepatocelular (70) y TCG.

Inmunégeno La cadena beta aislada de la HCG.

Especificidad El anticuerpo reacciona con la HCG, y a semejanza de la
mayoria de los demas anticuerpos policlonales frente a la beta-HCG, muestra
también una ligera reactividad cruzada (en torno al 4%) con la LH (69). Se han

eliminado las trazas de los anticuerpos contaminantes contra el plasma humano
mediante absorcion en fase solida.

INMUNOCITOQUIMICA
Preparacion de las muestras
Secciones de parafina: el anticuerpo puede utilizarse para marcar

secciones de tejido incluidas en parafina fijadas en formol. Es necesario pretratar
los tejidos mediante recuperacion de epitopo inducida por calor. Se obtienen
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resultados Optimos con DakoCytomation Target Retrieval Solution niimero de
catdlogo S 1700, o con tampon Tris 10 mmol/L, EDTA 1 mmol/L, pH 9,0. Se
obtienen resultados menos Optimos con DakoCytomation Target Retrieval
Solution niimero de catalogo S 3308 a pH alto, con tampodn citrato 10 mmol/L, pH
6,0, y pretratando los tejidos con proteinasa K. No hay que permitir que las
secciones de tejido se sequen durante el tratamiento ni durante el procedimiento de
tincidn inmunocitoquimica siguiente.

Procedimiento de tincion

Dilucion: Polyclonal Rabbit Anti-Human Chorionic Gonadotropin (hCG),
nimero de catilogo A 0231, puede utilizarse en un intervalo de diluciones de
1:300 a 1:600 cuando se aplica a secciones de placenta humana incluidas en
parafina fijadas en formol, utilizando 20 minutos de recuperaciéon de epitopo
inducida por calor en DakoCytomation Target Retrieval Solution nimero de
catalogo S 1700, y 30 minutos de incubacidon a temperatura ambiente con el
anticuerpo primario.

Las condiciones optimas (71,72) pueden variar en funcién de la muestra y
del método de preparacién, y deben ser determinadas por cada laboratorio
individual. El control negativo recomendado es DakoCytomation Rabbit
Immunoglobulin Fraction (Solid-Phase Absorbed), nimero de catidlogo X 0936,
diluida a la misma concentracion de proteina que el anticuerpo primario. A menos
que se haya establecido la estabilidad del sistema de ensayos utilizado, se
recomienda la diluciéon del producto justo antes de utilizarlo, o que se diluya en
DakoCytomation Antibody Diluent, nimero de catdlogo S 0809.

Visualizacion: se recomienda el kit DAKO LSAB™+/HRP numero de
catdlogo K 0679, y los kits DAKO EnVision™+/HRP numeros de catalogo K
4008 y K 4010.

Automatizacion: el anticuerpo es adecuado para la tincion
inmunocitoquimica  mediante  plataformas  automatizadas tales = como
DakoCytomation Autostainer.

Caracteristicas de tincion
Las células marcadas con el anticuerpo muestran un patrén de tincidon del
citoplasma (67). Tejidos normales: en la placenta del primer trimestre de

gestacion, el anticuerpo marca a muchos granulos citoplasmicos
sincitiotrofoblasticos, algunos de ellos en exocitosis (67).
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2. aFP:Polyclonal Rabbit Anti-Human Alpha-1-Fetoprotein
(®DakoCytomation Denmark A/S - Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup -
Denmark)

Estd prevista para determinar la alfa-1-fetoproteina humana en la
inmunocitoquimica (73,74,75), en ELISA (76) y en las técnicas de
inmunoprecipitacion en gel.

Los resultados positivos pueden contribuir a la identificacion de
enfermedades hepaticas neoplésicas y no neoplésicas, tumores del saco vitelino y
tumores en células germinales mixtas. Sin embargo, es importante no utilizar el
anticuerpo solo, sino junto con un panel de anticuerpos.

La AFP es una glicoproteina de 70 kDa que contiene 590 aminoacidos. Las
c¢lulas del saco vitelino embrionario, el higado fetal y el tracto intestinal fetal
sintetizan esta glicoproteina (77,78). La AFP es un marcador muy util para la
deteccion de numerosos defectos de desarrollo y diversas patologias, cancerosas o
no (79). Se ha demostrado la expresion de AFP en aproximadamente un 44% de
los carcinomas hepatocelulares, asi como en tumores de células germinales
gonadales y extragonadales, incluidos tumores del saco vitelino. La AFP no se ha
detectado en tejido adulto normal utilizando inmunotincion (77). No obstante, se
han encontrado trazas de AFP en sueros adultos normales y en mayores
concentraciones en sueros maternos y fetales, asi como en fluido amnidtico (80).

Inmunégeno Alfa-1-fetoproteina aislada del suero medular humano.

Especificidad El anticuerpo reacciona con alfa-1-fetoproteina humana. Se
han eliminado las trazas de cualquier anticuerpo contaminante mediante absorcion
en fase solida con proteinas de plasma humano.

INMUNOCITOQUIMICA
Preparacion de las muestras

Secciones de parafina: el anticuerpo puede utilizarse para marcar
secciones de tejido incluidas en parafina fijadas en formol. No es necesario
pretratar los tejidos con proteinasa K ni someterlos a recuperacion de epitopo
inducida por calor. No hay que permitir que las secciones de tejido se sequen
durante el tratamiento ni durante el procedimiento de tincién inmunocitoquimica
siguiente.

106



Procedimiento de tincion

Dilucion: Polyclonal Rabbit Anti-Human Alpha-1-Fetoprotein, nimero de
catalogo A 0008, puede utilizarse en un intérvalo de diluciones de 1:400 a 1:800
cuando se aplica a cortes de higado fetal humano incluidos en parafina y fijados
con formol, utilizando 30 minutos de incubacidén a temperatura ambiente con el
anticuerpo primario. Las condiciones Optimas pueden variar en funcion de la
muestra y del método de preparacion, y deben ser determinadas por cada
laboratorio individual.

Visualizacion: se recomienda el kit DAKO LSAB™+/HRP ntmero de
catalogo K 0679, y los kits DAKO EnVision™+/HRP numeros de catalogo K
4008 y K 4010. Se sigue el procedimiento incluido en el kit de visualizacion
seleccionado.

Caracteristicas de tincion
Las células marcadas con el anticuerpo muestran un patrén de tincion en el
citoplasma (73). Tejidos normales: en un embrion humano de 20 dias, el

anticuerpo marca las células endodérmicas de la superficie interior del saco
vitelino. La AFP amnidtica también queda marcada (81,82)
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3. C-Kit:Polyclonal Rabbit Anti-Human CD117, C-kit
(®DakoCytomation Denmark A/S - Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup -
Denmark)

Sinonimo: KIT, receptor del factor de células madre, receptor del factor de
crecimiento de los mastocitos; receptor del factor de Steel, p145(c-kif)

Antigeno: Péptido que corresponde a los aminodcidos 963 a 976 en la parte
terminal C citoplasmatica del c-kit (83,87)

El anticuerpo policlonal de conejo contra el CD117 humano, C-kit, esta
indicado para su uso en inmunocitoquimica. El anticuerpo marca al receptor de la
tirosinquinasa transmembranal CD117/c-kit, localizado en las células madre
hematopoyéticas, melanocitos, mastocitos, células de Cajal, células germinales,
células basales de la piel y el epitelio de los conductos mamarios.(83,87) El
anticuerpo puede ser una herramienta util para la identificacion de varios canceres
que expresan el c-kit, entre los que se incluyen a las enfermedades de los
mastocitos, leucemia mieloide aguda (LMA), el carcinoma pulmonar de células
pequeiias (CPCP) y el sarcoma de Ewing, y puede ayudar a diferenciar entre los
tumores del estroma gastrointestinal (TEGI) y otros tumores mesenquimatosos
intraabdominales.(83,86) Los resultados de un panel de anticuerpos ayudan a la
identificacion diferencial.

El protooncogen c-kit, localizado en el cromosoma humano 4,(88) codifica
un receptor transmembranal, CD117/c-kit, que pertenece a la familia de receptores
clase III de la tirosinquinasa, entre los que se incluyen al receptor del factor 1
estimulante de las colonias y a los receptores tipo A y tipo B del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas. La region extracelular de estos receptores
consiste en cinco dominios tipo inmunoglobulinas en los que se piensa que el
segundo y tercer rulo estan involucrados en la uniéon al ligando. EI dominio
intracitoplasmatico de la tirosinquinasa estd dividido por una insercion hidrofilica
larga entre la region que se une al ATP y el sitio activo de la fosfotransferasa. La
activacion del receptor estd acompafiada por una dimerizaciéon del receptor,
fosforilacion y autofosforilaciéon del sustrato, internalizacion del receptor,
activacion de proteinquinasas y fosfolipasas y transcripcion de diferentes
protooncogenes (87). Por lo general, se ha demostrado que la via del receptor c-kit
de la tirosinquinasa es importante para el crecimiento tumoral y la progresion de
varios canceres (86) y mutaciones en el gen c-kit que conduce a la fosforilacion
independiente del ligando (activacion) del gen c-kit de la tirosinquinasa, y se cree
que tiene un papel patogenético central en, por ej., los tumores del estroma
gastrointestinal. (89)
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Especificidad: En los estudios de Western blotting de un extracto de la
linea celular SY de carcinoma pulmonar de células pequefias que sobreexpresan el
mARN del c-kit, el anticuerpo marca una banda de 145 kD que corresponde a la
proteina c-kit. La banda marcada es bastante ancha, de 120 a 155 kD. También se
marca una banda adicional de 100 Kd (83). En otro estudio que aplicé un
anticuerpo diferente al c-kit, se marcd, en forma similar, una banda de proteinas de
100 kD. Este marcado se abolid cuando el anticuerpo se incubd con el antigeno
sintético del péptido de c-kit para inmunizacion. (88) En los estudios de Western
blotting, el anticuerpo no reacciondé con un extracto de linea celular HS de
adenocarcinoma, es decir, no expreso el gen c-kit.(83)

Reactivo provisto

Anticuerpo de conejo aislado por afinidad purificado mediante
cromatografia por afinidad con tiol AvidGel Factivado, unido al antigeno y
provisto en forma liquida en Tris/HCI 0,05 mol/L, NaCl 0,1 mol/L, NaN3
0,015mol/L, pH 7,2 y seroalbumina bovina 1%.

Preparacion de las muestras
Secciones en parafina:

El anticuerpo puede utilizarse para marcar secciones de tejido incluidas en
parafina fijadas en formol. Se recomienda pretratar los tejidos mediante
recuperacion de epitopo inducida por calor. Se encontré que las siguientes
soluciones son eficaces para la recuperacion del epitopo inducida por calor: Target
Retrieval Solution (N° de codigo S1700) y tampén Tris 0,01 mol/L, EDTA 0,001
mol/L, pH 9,0. tampdn citrato 0,01 mol/L, pH 6,0 redujeron la intensidad de la
tincion.

Procedimiento de tincion

Dilucion: El anticuerpo policlonal de conejo contra el CD117 humano (N°
de codigo A4502), puede utilizarse en un intervalo de diluciones de 1:400 a 1:600
cuando se aplica a secciones de tumores del estroma gastrointestinal incluidas en
parafina fijadas en formol, utilizando 20 minutos de recuperacion de epitopo
inducida por calor en Target Retrieval Solution (N° de codigo S 1700), y 30
minutos de incubacién a temperatura ambiente con el anticuerpo primario.
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Visualizacion:

Se recomienda el uso del kit LSAB®+ HRP (N° de codigo K0679) y el kit
EnVision®+ HRP (numeros de catalogo K4008 y K4010).

Automatizacion:
El anticuerpo es adecuado para la tincion inmunocitoquimica mediante
plataformas automatizadas talescomo Dako Autostainer.

Interpretacion de la tincion
El patron de tincion celular del anticuerpo contra el CD117, c-kit, es
membranal y/o citoplasmatico.

Caracteristicas de la tincion
Tejidos Normales:

El anticuerpo marca el epitelio de las mamas, las células basales de la piel
(que aparentan ser melanocitos), los espermatozoides, los ovocitos, las mastocitos
titulares (83) las células tipo fibroblastos que tapizan los huesos (90) y las células
intestinales de Cajal.

Tejidos Anormales:

El anticuerpo marcé 50 de 56 seminomas/disgerminomas, 45 de 123
carcinomas pulmonares de células pequefias, 3 de 7 teratomas inmaduros, 2 de 11
adenocarcinomas papilares serosos ovdricos, 2 de 14 melanomas malignos
cutaneos, 2 de 18 neuroblastomas, 7 de 86 carcinomas pulmonares de células
escamosas, 1 de 18 carcinomas de células basales, 9 de 227 carcinomas cervicales
de células no pequenas, 1 de 35 adenocarcinomas pulmonares y 1 de 92
carcinomas de mama. (83) También se evalud el anticuerpo en 365 sarcomas de
tejido blando. Los tumores que mostraron inmunoreactividad en forma ocasional,
en la mayoria de los casos con marcado focal, fueron 3 de 5 schwannomas
melanoéticos, 5 de 20 angiosarcomas, 4 de 20 melanomas metastaticos, 4 de 20
sarcomas de Ewing/tumores neuroectodérmicos periféricos primitivos malignos, 2
de 10 perineurinomas, 2 de 20 condrosarcomas mixoides extraesqueléticos. Muy
pocas células tumorales fueron marcadas por el anticuerpo en 1 de 10 sarcomas
fibromixoides de bajo grado y en 1 de 20 fibromatosis desmoides. Se encontr6 que
mas de 35 tumores consecutivos del estroma gastrointestinal (TEGI)
sobreexpresaron el c-kit cuando se los examindé con el anticuerpo y estos
resultados fueron confirmados por inmunoblotting. El marcado en estos tumores
fue tipicamente difuso y, por lo general, fuerte. (85) El anticuerpo también marcé a

110



las células madre activadas [db2] de la médula 6sea en las biopsias de médula dsea
de casos de linfomas malignos infiltrativos y osteomielitis. El marcado de las
cé¢lulas madre activadas de la médula 6sea fue més heterogéneo en los casos de
anemia aplasica, mielodisplasia y metéstasis de la prostata o cancer de mama.
(90,91,92) No se observdo marcado en 17 carcinomas pulmonares de células
grandes, 5 carcinomas pulmonares adenoescamosos, 1 carcinoma pulmonar
mucoepidermoide, 2 carcinomas cervicales del tipo de células pequenas, 9
carcinomas ovaricos de células clara, 4 cistoadenocarcinomas mucosos ovaricos, 4
carcinomas endometriales, 17 tumores de células germinales, con excepcion de
seminomas/disgerminomas y teratomas inmaduros, 355 carcinomas del tracto
gastrointestinal, 59 carcinomas de higado, 31 carcinomas de pancreas, 7
carcinomas de vesicula, 16 carcinomas de los conductos biliares, 29 carcinomas de
rindn, 49 carcinomas de vejiga, 159 carcinomas de prostata, 14 carcinomas
adrenales, 91 carcinomas de tiroides, 45 carcinomas de piel, 7 ganglioneuromas,
23 feocromocitomas, 12 paragangliomas, 7 carcinomas medulares tiroideos, 1
retinoblastoma, 30 carcinoides, 10 tumores neuroenddcrinos pulmonares, 20
tumores neuroendocrinos del tracto gastrointestinal, 3 tumores de Ewing y 8
tumores de los islotes pancreaticos. (83) No se observé marcado en los tumores de
tejido blando en 40 leiomiosarcomas, 25 rabdomiosarcomas, 20
mixofibrosarcomas,10 liposarcomas mixoides/ de células redondas, 10
liposarcomas no diferenciados, 20 tumores fibrosos solitarios, 20 sarcomas
sinoviales, 30 dermatofibrosarcomas protuberantes, 20 schwannomas, 20 tumores
de la vaina de nervios periféricos malignos, 10 sarcomas de células claras, 10
sarcomas del estroma de endometrio de bajo grado y 5 sarcomas foliculares de
células dendriticas.(85)
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4. Ki-67: Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen Clone: MI1B-1
(®DakoCytomation Denmark A/S - Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup -
Denmark)

Inmunégeno: péptido recombinante humano correspondiente a un
fragmento de cADN de Ki-67 de 1002 bp. Isotipo: IgG1, kappa

Est4 indicado para su uso en laboratorio para identificar cualitativamente
con el microscopio Optico las células positivas a Ki-67 en los tejidos normales y
neoplasicos fijados con formol e incluidos en parafina mediante pruebas
inmunohistoquimicas. Los resultados positivos indican que las células se dividen
en el tejido normal y neoplésico.(93)

El anticuerpo MIB-1 monoclonal reacciona con el antigeno nuclear Ki-67
(doble banda de 345 y 395 kD en el procedimiento de inmunoblotting de la
proteina extraida de las células proliferativas) asociado a la proliferacion celular,
presente en todo el ciclo celular (fases G1, S, G2 y M) y ausente en las células en
reposo (fase GO0). (94) El anticuerpo reconoce el antigeno Ki-67 nativo y los
fragmentos recombinantes de la molécula Ki-67.(95)

Preparacion de los especimenes
Secciones de parafina

El anti-Ki-67 se puede utilizar en secciones de tejido fijadas con formol e
incluidas en parafina. Las secciones de tejido desparafinadas se deben tratar con
calor antes del procedimiento de tinciéon inmunohistoquimica. La recuperacion
antigénica conlleva la inmersion de las secciones de tejido en una solucion tampon
precalentada y el mantenimiento del calor en un bafio de agua (95-99°C), un
vaporizador (95-99°C) o un autoclave (121°C).

Se recomienda una solucion de recuperacion antigénica (n° de catalogo
S1700) o un concentrado 10x (n° de catdlogo S1699) en caso de utilizar un
protocolo de calentamiento de 20 minutos con el sistema de deteccion LSAB2 o
LSAB+. Si se utiliza el sistema de deteccion EnVision o EnVision+, la tincidn se
puede mejorar mediante la ampliacion del tiempo del protocolo de calentamiento a
40 minutos.

Cortes de congelacion y frotis de células

El anti-Ki-67 se puede utilizar para marcar cortes de congelacion fijados
con acetona. La recuperacion antigénica no es necesaria.
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Procedimiento de tincion

El tiempo de incubacioén recomendado para este anticuerpo primario es el
siguiente: N1633: 10 minutos a temperatura ambiente con LSAB2; 30 minutos a
temperatura ambiente con EnVision NPO11: 30 minutos a temperatura ambiente

Caracteristicas de tincion

El patron de tincion celular del anti-Ki-67 es nuclear.

Tejidos normales
Tabla 1. Resumen de la reactividad tisular normal 5

Tipo de tejido Tincidn positiva del elemento tisular

Suprarrenal 0 de 2 casos

Médula 6sea 3 de 3 casos de células precursoras hematopoyéticas
inmaduras

Cerebro/cerebelo 0 de 3 casos

Cerebro 0 de 3 casos

Mama 1 de 2 casos de células epiteliales lobulares

Cuello uterino 3 de 3 casos de células escamosas basales

Colon 2 de 3 casos de mucosa epitelial; 1 de 3 casos de epitelio glandular

Esofago 3 de 3 casos de epitelio escamoso basal

Corazon 0 de 3 casos

Higado 0 de 3 casos

Pulmoén 0 de 3 casos

Células mesoteliales 3 de 3 casos de células mesoteliales

Ovario 1 de 3 casos de células granulosas de oocito

Pancreas 0 de 3 casos

Paratiroides 0 del casos

Nervio periférico 0 de 3 casos

Pituitaria 0 de 3 casos

Prostata 1 de 2 casos de células epiteliales glandulares

Glandula salival 0 de 3 casos

Musculo esquelético 0 de 3 casos

Piel 3 de 3 casos de queratinocitos epidérmicos

Intestino delgado 2 de 3 casos de células epiteliales de la mucosa

Bazo 2 de 3 casos de linfocitos internos y proximos a la vaina linfoide
periarteriolar

Estomago 3 de 3 casos de células epiteliales de la mucosa géstrica

Testiculos 3 de 3 casos de espermatogonia inm adura

Timo 3 de 3 casos de linfocitos corticales

Tiroides 0 de 3 casos

Amigdalas 3 de 3 casos de linfocitos del centro germinal
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Utero 3 de 3 casos de células epiteliales glandulares; 2 de 3 casos de
células
estromales endometriales

Tejidos anormales

La deteccion inmunohistoquimica del antigeno Ki-67 se ha utilizado como
medida de la fraccion de crecimiento en una serie de tumores. Entre los diversos
tumores en que el estado de division celular se ha evaluado mediante anticuerpos
frente a Ki-67 se encuentran la enfermedad de Hodgkin, el linfoma no Hodgkin, el
neuroblastoma, el mesotelioma, el adenocarcinoma de prostata y el carcinoma de
mama. (98-103)
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3.C-erb-B2: HercepTestTM
(®DakoCytomation Denmark A/S - Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup -
Denmark)

HercepTestTM es un ensayo inmunocitoquimico semicuantitativo para
determinar la sobreexpresion de la proteina HER2 en tejidos mamarios cancerosos
y otros procesados de forma rutinaria para su evaluacion histologica.

El gen humano HER2 (también conocido como ERBB2 o NEU) codifica
una proteina a menudo llamada proteina HER2 o p185HER?2. La proteina HER2 es
una tirosinquinasa del receptor de membrana homologa con el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR o HERI) (103-110). La proteina HER2 es un
componente normal expresado por una variedad de tipos de células epiteliales
(110).

En una parte de los pacientes con cancer de mama, la proteina HER2
aparece sobreexpresada, como parte del proceso de transformacion maligna y de
progresion tumoral (111). La sobreexpresion de la proteina HER2 en la superficie
de las células con cancer de mama sugeria que podria tratarse de un objetivo de
una terapia con anticuerpos. Herceptin™ (trastuzumab) es un anticuerpo
monoclonal humanizado (112) que se liga con gran afinidad a la proteina HER2 y
que ha demostrado ser un inhibidor de la proliferacion de células tumorales
humanas que sobreexpresan la proteina HER2 in vitro e in vivo (113-115).

Caracteristicas

HercepTest™ se desarrolld para ofrecer una alternativa al CTA de
investigacion utilizado en los estudios clinicos de Herceptin™. El rendimiento de
HercepTest™ en la determinacion de la sobreexpresion de la proteina HER2 se
evaludé en un estudio independiente comparando los resultados de HercepTest™
con los del CTA en 548 especimenes de cdncer de mama, ninguno de los cuales se
obtuvo de pacientes de los estudios clinicos de Herceptin™. Los resultados
indicaron una concordancia del 79% entre los resultados de los dos ensayos en
estos especimenes de tejido.

HercepTest™ se interpreta como negativo para la sobreexpresion de la
proteina HER2 con una intensidad de tinciéon de 0 y 1+, débilmente positivo con
una intensidad de tincidén de 2+ y altamente positivo con una intensidad de tincion
de 3+. HercepTest™ no estd pensado para ofrecer informacion de pronostico a los
pacientes y médicos y no se ha validado a este efecto.
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Principio del procedimiento

HercepTest™ contiene los reactivos necesarios para completar un
procedimiento de tincidn inmunocitoquimica en dos pasos con especimenes
procesados de forma rutinaria e incluidos en parafina. Después de la incubacion
con el anticuerpo primario de conejo de la proteina HER2 humana, este kit utiliza
un reactivo de visualizacion listo para su uso basado en tecnologia de dextrano.
Este reactivo consiste tanto de moléculas secundarias de inmunoglobulina de cabra
anti-inmunoglobulinas de conejo como de moléculas de peroxidasa de rabano
rusticano ligadas a un esqueleto de polimero de dextrano comun, lo que elimina la
necesidad de una aplicacion secuencial de anticuerpos de enlace y anticuerpos
conjugados de peroxidasa. La reaccion cruzada del reactivo de visualizacion con
las inmunoglobulinas humanas y el suero fetal bovino se ha eliminado por
absorcion en fase solida. La conversion enzimatica del cromoégeno afiadido
posteriormente provoca la formacioén de un producto de reaccion visible en el lugar
del antigeno. Entonces, el espécimen puede someterse a contratincion y se puede
colocar el cubreobjetos. Los resultados se interpretan utilizando un microscopio
optico.

Los portaobjetos de control que contienen tres lineas celulares humanas
con cancer de mama incluida en parafina y fijada en formol con puntuaciones de
intensidad de tincion de 0, 1+ y 3+ se suministran para validar las secuencias de
tincion. La intensidad de tincion de estas lineas celulares se ha relacionado con el
numero de receptores por célula. HercepTest™, nimero de catdlogo K 5204, se
puede aplicar tanto en tincién manual como automadtica, utilizando el Autostainer.

Preparacion del espécimen

Los especimenes de biopsia se deben manipular de forma que se conserve
el tejido para la tincion inmunocitoquimica. Deben utilizarse los métodos estandar
de procesamiento de tejidos para todos los especimenes (117).

Cortes incluidos en parafina

Los tejidos conservados en formol tamponado neutro o fijados con Bouin
para su procesamiento rutinario y la inclusion en parafina son adecuados para el
uso. Por ejemplo, con los especimenes de biopsia deben hacerse bloques de un
grosor de 3 6 4 mm y fijarse durante 18-24 horas en formol tamponado neutro. A
continuacion, los tejidos se deshidratan en un conjunto de alcoholes y xileno, a lo
que sigue la infiltracion por parafina fundida a una temperatura que no supere los
60°C (117,118). En EE.UU., la Ley de Mejoras de Laboratorio Clinico de 1988
exige en el apartado 42 CFR 493.1259(b) que “El laboratorio debe conservar los
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portaobjetos tefiidos como minimo durante diez afios a partir de la fecha del
analisis y los bloques de espécimen como minimo durante dos afios a partir de la
fecha del analisis” (118). Los especimenes de tejido deben cortarse en cortes de 4-
5 mm. (119).

La utilizacion de HercepTestTM en tejidos decalcificados no se ha
validado y no se recomienda.

Tratamiento de los tejidos antes de la tincion

Para un rendimiento Optimo del ensayo, debe utilizarse un método
especifico de recuperacion de epitopo: la ebullicion en tampdn citrato a 10
mmol/L. La Epitope Retrieval Solution se suministra con el kit HercepTest™. Este
método implica el calentamiento de los cortes de tejido montados en portaobjetos
sumergidos en tampdn citrato a 10 mmol/L (120,121) en un bafio de agua
calibrado capaz de mantener la Epitope Retrieval Solution a la temperatura
necesaria. Inmediatamente después de la recuperacion de epitopo, se inicia el
procedimiento de tincion.

INSTRUCCIONES DE USO
A. Preparacion del reactivo
Resulta adecuado preparar los siguientes reactivos antes de la tincion:

A.1 Epitope Retrieval Solution

Se diluye una cantidad suficiente del vial 7 (Epitope Retrieval Solution x
10) a 1:10 utilizando agua destilada o desionizada para el procedimiento de tincion
previsto. Las soluciones diluidas que no se utilicen pueden almacenarse a entre 2 y
8°C durante un mes. Se desecha la solucion diluida si tiene un aspecto turbio.

A.2 Wash Buffer

Se diluye una cantidad suficiente del vial 8 (Wash Buffer x 10) a 1:10
utilizando agua destilada o desionizada para los pasos del lavado. Las soluciones
tampon diluidas que no se utilicen pueden almacenarse a entre 2 y 8°C durante un
mes. Puede utilizarse agua destilada o desionizada para el aclarado después de las
incubaciones en Peroxidase-Blocking Reagent, Substrate-Chromogen Solution y
hematoxilina. El resto de pasos de aclarado requieren el uso del Wash Buffer.

A.3 Substrate-Chromogen Solution (DAB)

Con el procedimiento que sigue se obtiene 1 mL de Substrate-Chromogen
Solution. Una porcidn alicuota de 1 mL es suficiente para diez cortes de tejido.
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A.4 Contratincion

El producto final tefiido resultante de la reaccion de tincion de DAB es
insoluble en alcohol y agua. Se utiliza una contratincién de hematoxilina. Tras la
contratincion con hematoxilina, se realiza un aclarado intenso en agua destilada o
desionizada y, seguidamente, se sumerje los cortes de tejido en un baiio de agua de
amoniaco a 37 mmol/L.

A.5 Medio de montaje

Se recomienda un medio de montaje no acuoso y permanente. Se
recomienda la utilizacion de DakoCytomation Faramount Aqueous Mounting
Medium, Ready-to-Use, nimero de catdlogo S 3025 o Glycergel™ Mounting
Medium, nimero de catdlogo C 0563 para un montaje acuoso. Licue Glycergel™
calentandolo a aproximadamente 40 (+5)°C antes de su uso.

B Procedimiento de tincion

B.1 Notas referentes al procedimiento

Todos los reactivos deben equilibrarse a temperatura ambiente (20-25°C)
antes de la inmunotincion. De forma similar, todas las incubaciones deben
realizarse a temperatura ambiente. No hay que dejar que los cortes de tejido se
sequen durante el procedimiento de tincion.

Si se debe interrumpir el procedimiento de tincion, los portaobjetos pueden
guardarse en un bafio de tampén después de la incubacion del anticuerpo primario
(paso 3) como maximo una hora a temperatura ambiente (20-25°C) sin que afecte
al rendimiento de la tincion.

Desparafinizacion y rehidratacion: antes de la tincion, los portaobjetos
con los tejidos deben desparafinizarse, para eliminar el medio de inclusion, y
rehidratarse. No se debe eliminar completamente la parafina.

B.2 Protocolo de tincion
Realizado a temperatura ambiente, 20-25°C.

Paso 1. Recuperacion de epitopo

Se llena los recipientes de tincion, con la Epitope Retrieval Solution
diluida. Se coloca los recipientes de tincion con Epitope Retrieval Solution en un
bafio de agua. Se calienta el bafio de agua y Epitope Retrieval Solution a una
temperatura de 95-99°C. Se cubre los recipientes con tapas para estabilizar la
temperatura y evitar la evaporacion. Se sumerje los cortes desparafinizados a
temperatura ambiente en la Epitope Retrieval Solution precalentada de los
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recipientes de tincidon. Se vuelve a situar la temperatura del bafio de agua y epitope
retrieval solution de nuevo a 95%-99%. Se incuba durante 40 (£1) minutos a 95-
99°C.

Se retira todo el recipiente con los portaobjetos del bafio de agua. Se deja
que los portaobjetos se enfrien en la Epitope Retrieval Solution durante 20 (£1)
minutos a temperatura ambiente. Se decanta la Epitope Retrieval Solution y se
aclara los portaobjetos en el Wash Buffer diluido. Para un rendimiento 6ptimo, se
empapa los cortes en Wash Buffer entre 5 y 20 minutos después de la recuperacion
de epitopo y antes de la tincion.

Paso 2. Peroxidase-Blocking Reagent

Se elimina el exceso de liquido golpeando suavemente los portaobjetos.
Con la ayuda de una tela sin hilos alrededor del espécimen para eliminar cualquier
liquido presente y conservar los reactivos dentro del area especificada.

Se aplican 3 gotas (100 mL) de Peroxidase-Blocking Reagent para cubrir el
espécimen. Se incuba durante 5 (£1) minutos. Se aclara suavemente con agua
destilada o desionizada o Wash Buffer de un frasco de lavado y se coloca en un
bafio de tampon.

Paso 3. Primary Antibody or Negative Control

Se elimina el exceso de liquido golpeando suavemente los portaobjetos. Se
cubre el espécimen con 3 gotas (100 mL) de Anti HER2 Protein o Negative
Control Reagent.

Se incuba durante 30 (£1) minutos.

Se aclara suavemente con Wash Buffer de un frasco de lavado y se coloca
en un bafio de tampodn.

Si debe interrumpirse el procedimiento de tincion, los portaobjetos pueden
guardarse en Wash Buffer después del paso 3 hasta una hora a temperatura
ambiente (20-25°C) sin que afecte al rendimiento de la tincion.

Paso 4. Visualization Reagent

Se elimina el exceso de liquido golpeando suavemente los portaobjetos . Se
cubre el espécimen con 3 gotas (100 ml) de Visualization Reagent.

Se incuba durante 30 (£1) minutos.

Se aclara los portaobjetos como en el paso 3.

Paso 5. Substrate-Chromogen Solution (DAB)

Se limpia los portaobjetos como se indica anteriormente.
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Se cubre el espécimen con 3 gotas (100 mL) de Substrate-Chromogen
Solution (DAB).

Se incuba durante 10 (£1) minutos.

Se aclara suavemente con agua destilada o desionizada de un frasco de
lavado (no aplique el flujo directamente sobre el tejido).

Paso 6. Contratincion (instrucciones validas para la hematoxilina)

Se sumergen los portaobjetos en un bafio de hematoxilina. Se incuba entre
2 y 5 minutos, en funcidn de la potencia de la hematoxilina utilizada.

Se aclara suavemente en un bano de agua destilada o desionizada. Hay que
asegurar de que se han eliminado todos los residuos de hematoxilina.

Paso 7. Montaje

Se recomienda un medio de montaje no acuoso y permanente. Los
especimenes pueden montarse y taparse con cubreobjetos con un medio de
montaje acuoso como DakoCytomation Faramount, nimero de catalogo S 3025, o
Glycergel™, nimero de catalogo C 0563.

Control de calidad

Las diferencias en la fijacion, el procesamiento y la inclusion de tejidos en
el laboratorio pueden generar una variabilidad significativa de los resultados, lo
que requeriria un rendimiento regular de los controles internos ademas de los
portaobjetos de control suministrados por DakoCytomation. (125,126)

Interpretacion de la tincion

En la determinacion de la sobreexpresion de la proteina HER2, s6lo deben
evaluarse la intensidad y el patron de tincion de la membrana, utilizando la escala
presentada en la tabla 2.

Para la evaluaciéon de la tincion y la puntuacion inmunocitoquimicas,
resulta apropiado un objetivo de aumento 10x. La utilizaciéon de un objetivo de
aumento 20-40x puede resultar de utilidad para confirmar la puntuacion. La
tincion citoplasmatica debe considerarse como tincidon no especifica y no se
incluira en la evaluacion de la intensidad de tincion de la membrana (110).
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Tabla 2. Criterios de intensidad de tincidn de la membrana celular.

Patron de tincion. Puntuacion. Evaluacion de la sobreexpresion de la proteina
HER2.

No se observa tincion o la tincion de la membrana se observa en menos de
un 10% de las células tumorales

Se detecta una tincion de la membrana débil o practicamente imperceptible
en mas de un 10% de las células tumorales. Las células solo presentan tincion en
parte de su membrana

0 Negativa

1+ Negativa

Se observa una tincion de membrana incompleta entre débil y moderada o
completa en menos de un 10% de las células tumorales. ~ Se observa una tincion
de membrana completa fuerte en menos de un 10% de las células tumorales

2+ Dudosa, expresion positiva en mas del 10% de las células

3+ Positiva, expresion completa de membrana en la mayoria de las
células.

HercepTest™ se interpreta como negativo para la sobreexpresion de la
proteina HER2 (con intensidad de tincién 0 y 1+), débilmente positivo (con
intensidad de tincidon 2+) y altamente positivo (con intensidad de tincion 3+).
HercepTest™ no estd pensado para ofrecer informacién de pronostico a los
pacientes y médicos y no se ha validado a este efecto.

Limitaciones especificas del producto

1. El antigeno presente en la linea celular de control 1+ MDA-175 se
degradard con el tiempo. Una tincién negativa de las células MDA-175 puede
indicar que el portaobjetode control se ha degradado. Los portaobjetos de control
deben almacenarse a una temperatura de entre 2 y 8°C.

2. Es posible que la degradacion del antigeno en los tejidos provoque con el
tiempo resultado falso negativos. Cuando se almacenan a temperatura ambiente
(20-25°C), los especimenes se deben teiir antes de que transcurran de 4 a 6
semanas desde el montaje de los tejidos en los portaobjetos (126).

3. Para obtener unos resultados dptimos y reproducibles, la proteina HER2
exige una recuperacion de epitopo por calor cuando los tejidos se fijan de la forma
rutinaria (formol tamponado neutro o fijador de Bouin) y se incluyen en parafina.
Este pretratamiento debe completarse al principio de todo el proceso de tincion.
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4. La recuperacion de epitopo por calor de la proteina HER2 sélo debe
realizarse mediante un bafio de agua calibrado. Se han probado otros métodos de
calentamiento que no han arrojado resultados reproducibles.
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6.EGFR:EGFR pharmDx™
(®DakoCytomation Denmark A/S - Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup -
Denmark)

Es un kit inmunohistoquimico para identificar la expresion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en tejidos normales y neoplasicos
fijados de la forma habitual para su evaluacion histolégica. EGFR pharmDx
detecta especificamente la proteina EGFR (HER1) en células que expresan el
EGFR.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico es un receptor
transmembranal de 170 kD codificado por el gen HERI humano. La proteina
EGFR contiene un dominio extracelular de unién al ligando, una region
transmembranal y un dominio intracelular con actividad tirosinquinasa intrinseca.
La proteina EGFR es homdloga a otros miembros de la familia erbB/receptor EGF
entre los que se incluyen el HER2/erbB2 o neu, HER3/erbB3 y HER4/erbB4
(133,134). Una variedad de células normales expresan la proteina EGFR entre las
que se incluyen muchos tipos de células epiteliales y tumores derivados de estos
tipos celulares (135-141). Entre los tipos celulares no epiteliales que expresan el
EGFR se incluye: musculo liso, fibroblastos y nervio (142).

Especificidad

Mouse monoclonal anti-human EGFR, clon 2-18C9 se proporciona como
sobrenadante de cultivo de tejido hibridoma obtenido de un ratén inmunizado con
EGFR inmunoprecipitado de la linea de células A431 (carcinoma de epidemoide
humana). Los estudios de mapeo de epitopos indican que el anticuerpo reconoce
un epitopo en la zona extracelular rica en cisteina del subdominio S2 de la
molécula, y proximal al dominio transmembranal. Un mapeo mas detallado de los
aminoacidos criticos indica que el epitopo es conformacional y depende del puente
de disulfido en la molécula nativa (143). Se ha demostrado que este clon de
anticuerpo monoclonal no tiene una reaccioén cruzada con HER2, HER3 ni HER4,
ni con el vector tag, myc. La tincién citopldsmica es comun. Sin embargo, la
prueba debe repetirse si una tincion citopldsmica significativa dificulta la lectura
de la tincion diagnoéstica de la membrana y la interpretacion de los resultados.

Principio del procedimiento
El kit EGFR pharmDx IHC contiene reactivos necesarios para completar
un procedimiento de tincién de muestras incluidas en parafina, fijadas de la forma

habitual. Tras la incubacion con el anticuerpo monoclonal primario anti-proteina
EGFR humana, clon 2-18C9, este kit utiliza un reactivo de visualizacion listo para

123



usar basado en la tecnologia del dextrano. Este reactivo estd compuesto por
moléculas de anticuerpo secundario de cabra anti-raton y moléculas de peroxidasa
de rabano unidas a un esqueleto del polimero de dextrano comun, eliminando asi
la necesidad de la aplicacion secuencial de conjugado de peroxidasa y anticuerpo
de enlace. La conversion enzimatica del cromoégeno afiadido posteriormente
produce la formacion de un producto de la reaccidn visible en la zona del antigeno.
La muestra puede contratefiirse y ponerse en un cubreobjetos.

Los resultados se interpretan con un microscopio Optico. Se suministran
portaobjetos de control que contienen dos lineas de células humanas incluidas en
parafina, fijadas en formol, con una valoracion de la intensidad de tincion de 2+ y
0 para control de calidad de la eficacia del reactivo del kit.

Preparacion de las muestras

Las muestras de biopsia deben manipularse de forma que se conserve el
tejido para su tincion. (144,145). Las muestras conservadas en formol neutro
tamponado al 10 % (v/v), formol sin tamponar al 10 % (v/v), formol sin tamponar
al 25 % (v/v), AFA (alcohol formol acético), Pen-fix de Richard-Allen Scientific y
fijador de Bouin pueden analizarse con EGFR pharmDx. Los tejidos fijados en
PreFer de Anatech no son adecuados para analizar con EGFR pharmDx. El uso de
EGFR pharmDx con tejidos fijados con PreFer resulta en una conservacion no
satisfactoria de la morfologia, y puede generar resultados equivocos (146).

Cortes incluidos en parafina

Esta indicado el uso de tejidos incluidos en parafina. Las muestras de la
biopsia deben colocarse en bloques de un espesor de 3 6 4 mm y fijarse durante el
periodo correspondiente al fijador. A continuacion, los tejidos son deshidratados y
secados en una serie de alcoholes y xileno, seguido por infiltracion mediante
parafina fundida. La temperatura de la parafina no debe superar los 60 °C. Los
bloques de tejido incluidos y fijados adecuadamente que expresen la proteina
EGFR, se podran mantener indefinidamente antes de cortarse y montarse en
portaobjetos si se conservan en un lugar frio (15-25 °C)(145,147).

Las muestras de tejido deben cortarse en secciones de 3—5 um. Después de
cortarlo, los tejidos deben montarse en portaobjetos y colocarse en rejillas de
secado.

Las rejillas de portaobjetos deben sacudirse suavemente en una toalla

absorbente para eliminar el agua atrapada debajo de la parafina y el cristal,
después deben secarse a temperatura ambiente durante una hora, secandolos
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durante una hora mas en un incubador a 50-60 °C. Cualquier resto de agua en los
portaobjetos después de su eliminacion con el incubador, debe eliminarse
sacudiendo los portaobjetos en una toalla y secandolos durante una hora mas en el
incubador. Para conservar la antigenicidad, los cortes de tejido, montados en
portaobjetos deben tefiirse dentro de un periodo de 2 meses tras ser cortados si se
mantienen a temperatura ambiente (20-25°C)

El uso de esta prueba en tejidos descalcificados no ha sido validado, por lo
que no puede recomendarse.

Instrucciones de uso

Preparacion de los reactivos

Los siguientes reactivos deben prepararse antes de la tincion:

Solucion de tampon de lavado

Se prepara una cantidad suficiente de tampon de lavado diluyendo tampon
de lavado 10x en una proporcion 1:10 con agua destilada o desionizada (agua de
grado reactivo) para los pasos de lavado.

Substrate-Chromogen Solution (DAB+)

Esta solucion debe mezclarse bien antes de usar. Cualquier precipitado que
se desarrolle en la solucidon no afecta a la calidad de la tincion. Para preparar la
solucion DAB+ Substrate-Chromogen, se afaden 11 gotas de Liquid DAB+
Chromogen a un vial de DAB+ Substrate Buffer y mézclelo.

Contratincion

Se prepara el agua amoniacal para tefiir de azul la contratincién si es
necesario. El agua amoniacal (0,037 mol/L) se prepara mezclando 2,5 (£0,5) ml de
hidréxido de amoniaco 15 mol/L(concentrado) con 1 litro de agua de grado
reactivo. El agua amoniacal 0,037 mol/L no utilizada puede almacenarse a
temperatura ambiente (20-25 °C) en un frasco herméticamente cerrado durante un
maximo de 12 meses.

Interpretacion del procedimiento de tincion

La evaluacion de los portaobjetos debe ser realizada con un microscopio
optico. Todas las evaluaciones tienen que realizarse en la region del tumor de la
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muestra. Un objetivo de 10X o 20X aumentos es apropiado para evaluar la
intensidad y la tincion inmunohistoquimica. Se deben utilizar células intactas para
interpretar los resultados de la tincion. Las células necrdticas o degeneradas a
menudo se tifien de forma inespecifica (151).

Cada kit de EGFR pharmDx incluye lineas de células positivas y negativas,
para validar los procesos de tincion cada vez que se realiza el ensayo. Una tincion
adecuada de las lineas de células de control proporciona evidencia de que el
ensayo EGFR pharmDx funciona correctamente.

EGFR pharmDx tifie principalmente las membranas celulares, demostrando
una tincion circunferencial completa e incompleta. Frecuentemente, el patron de
inmunotincioén es heterogéneo, mostrando varias intensidades de tincion en una
unica neoplasia. También se ha observado tincién en el citoplasma y en los
espacios extracelulares.

Los resultados de la prueba EGFR pharmDx se comunican como positivos
o0 negativos, utilizando la tincion de la membrana como la estructura evaluable. La
positividad de la expresion de EGFR se define como cualquier tincion de la
membrana por encima del nivel de fondo, tanto si es completamente
circunferencial como si no lo es. La ausencia de tinciéon se comunica como
negativa.

La tincidn citoplasmica es comun. Sin embargo, la prueba debe repetirse si
una tincidn citoplasmica significativa dificulta la lectura de la tincion de la
membrana y la interpretacion de los resultados. Segln el periodo de la incubacion
y la potencia de la hematoxilina utilizada, la contratincion puede producir una
coloracion de los nucleos de las células que va de azul claro a azul oscuro. Una
contratincion excesiva o incompleta puede comprometer la interpretacion de los
resultados.

Resultados de la tincion con EGFR pharmDx

Negativo para EGFR Ausencia de tincion especifica de la membrana en el
tumor. La tincion positiva (1+) se define como cualquier tincion THQ de las
membranas de las células tumorales, por encima del nivel del fondo, tanto si se
trata de una tincion circunferencial completa como incompleta de mas del 10% de
las células. Intensidad de la tincion Porcentaje de tincion de las células tumorales.
Positivo para EGFR 1+,2+ 03+ >1%
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Limitaciones especificas del producto

Los resultados negativos falsos podrian ser causados por la degradacion del
antigeno en los tejidos con el transcurso del tiempo. Las muestras deben tefiirse
dentro de los 2 meses siguientes al montaje de los tejidos en los portaobjetos,
cuando se almacenan a temperatura ambiente (20-25 °C) (146,157). Para obtener
resultados oOptimos y reproducibles, la proteina EGFR requiere la digestion
proteolitica cuando los tejidos se fijan de manera estdndar y se incluyen en
parafina.

Caracteristicas de resultados

Especificidad

Se ha analizado la reactividad del anticuerpo anti-EGFR, clon 2-18C9 (2-
18C9) contra las lineas celulares que expresan EGFR, HER2, HER3 y HER4. En
la inmunotincidon "western” de SKBR3 y los lisados de células A431, 2-18C9 se

reconocid una banda de 170kD que es coherente con el peso molecular conocido
de EGFR.

Inmunorreactividad
En la tabla 5 se presenta un resumen de la inmunorreactividad de EGFR
pharmDx en el panel recomendado de tejidos normales. Todos los tejidos estaban

incluidos en parafina y fijados con formol.

Tabla 5: Evaluacion de tincion de tejido normal mediante EGFR pharmDx*

Tipo de tejido (N° analizado) Tincion de elemento tisular positivo y patron de
tincion

Suprarrenal (2) Células corticales (2+): citoplasma

Meédula 6sea (3) Ninguno

Mamas (2) Células epiteliales lobulares (2+): membrana y citoplasma

Encéfalo, cerebelo (3) Capa molecular (1+): extracelular

Encéfalo/cerebrum (3) Ninguno

Cuello uterino (3) Células epiteliales escamosas basales (2+): membrana

Colon (3) Ninguno**

Esofago (2) Células epiteliales escamosas basales (2+): membrana

Corazoén (3) Ninguno

Rifién (3) Tabulos (1+): tincidn citoplasmica (granular)

Higado (3) Hepatocitos (sinusoides) (3+); vias biliares (3+): membrana y
citoplasma

Pulmén (3) Células del epitelio alveolar/células bronquiales basales
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(células mioepiteliales) (2+): membrana y citoplasma Células mesoteliales (3)

Células mesoteliales (2+): membrana y citoplasma

Ovario (3) Ninguno

Péncreas (3) Conductos (2+): membrana

Paratiroides (1) Ninguno

Nervio periférico (3) Procesos de células nerviosas (1+): fibroso

Pituitaria (3) Ninguno

Prostata (3) Células epiteliales glandulares (2+): membrana

Gléandula salival (3) Elementos ductales (1+): citoplasma

Musculo esquelético (3) Ninguno

Piel (3) Células escamosas, estructuras anexiales (2+): membrana y
citoplasma

Intestino delgado (3) Ninguno

Bazo (3) Ninguno

Estémago (3) Ninguno

Testiculo (3) Ninguno

Timo (3) Ninguno

Tiroides (3) Ninguno

Amigdala (3) Epitelio escamoso (3+): membrana y citoplasma

Utero (3) Epitelio de la glandula endometrial (2+): membrana y citoplasma

Células del estroma endometrial (2+): membrana y citoplasma
Miometrio: Ninguno

*La mayoria de los tejidos analizados dieron una tincion positiva de fibroblastos
en tejido del estroma (1+, fibroso) asi como los fibroblastos perineurales y las
cé¢lulas mioepiteliales. Ocasionalmente, se observd la tincion de eosindfilos

inducida por la peroxidasa endogena.
**Se ha observado una inmunotincién variable del epitelio colénico normal.
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ZAEI/AE3:Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin Clon:
AE1/AE31,2
(®DakoCytomation Denmark A/S - Produktionsvej 42 - DK-2600 Glostrup -
Denmark)

Immunogen: Callo epidérmico humanol
Isotipo: Cadena kappa de la IgG1.

El anticuerpo monoclonal de ratén contra la Citoqueratina humana, Clones
AE1/AE3 (anti-CK AE1/AE3), estd indicado para su uso en el laboratorio, para
identificar en forma cualitativa por microscopia de luz dos epitopos presentes en la
mayoria de las citoqueratinas epiteliales en los tejidos normales y neoplésicos
fijados en formol e incluidos en parafina, mediante el uso de métodos de pruebas
inmunohistoquimicas (IHQ). Los resultados positivos ayudan a la clasificacion de
los tejidos normales y neoplasicos como de origen epitelial (158-160) y sirven
como complemento de la histopatologia convencional. La identificacion
diferencial se ve facilitada por los resultados de un panel de anticuerpos

Las citoqueratinas son una familia de proteinas hidrosolubles con un peso
molecular entre 40-70 kD que forman el citoesqueleto de las células epiteliales. Se
han identificado al menos 19 citoqueratinas diferentes y se las puede dividir en dos
subfamilias. La subfamilia A comprende a las citoqueratinas relativamente
acidicas (con un pH por debajo de 5,5), miembras que los miembros de la
subfamilia B tienen un pH relativamente basico de 6 o mas.(161,162)

Especificidad

El AEI/AE3 es una mezcla de dos anticuerpos monoclonales que se
obtuvieron mediante la inmunizacién de ratones con queratinas de callos humanos
(159). Se ha demostrado que el AE1/AE3 identifica a la mayoria de las
citoqueratinas y, por lo tanto, se lo puede utilizar como un instrumento para la
identificacion positiva por IHQ de las células originadas en epitelios simples y
estratificados (158,159,161). El anticuerpo AE1 reacciona inmunoldgicamente con
un determinante antigénico que se encuentra presente en la mayoria de las
citoqueratinas de la subfamilia A, que incluyen a las citoqueratinas con
designacion 10, 13, 14, 15, 16 y 19 de Moll4 (PM 56,5, 54', 50, 50', 48 y 40 kD,
respectivamente) pero no con los nimeros 12, 17 y 18 (55, 47 y 45 kD). (161) El
anticuerpo AE3 reacciona con un determinante antigénico compartido por las
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citoqueratinas de la subfamilia B que incluyen los nimeros 1y 2, 3,4, 5,6, 7y 8
(PM de 65, 67, 64, 59, 58, 56, 54 y 52 kD, respectivamente) (162).

Preparacion de las muestras
Secciones en parafina:

Se puede utilizar DakoCytomation AE1/AE3 en secciones de tejido fijadas
en formol e incluidas en parafina. Se require el pretratamiento del tejido para
mejorar la identificacion del epitopo.

Se pueden utilizar las siguientes enzimas para el tratamiento de los tejidos
fijados en formol e incluidos enparafina: Proteolytic Enzyme, RTU (N° de cédigo
S3007), Proteinase K, RTU (N° de cédigo S3020), Pepsin (N° de cddigo S3002),
Pronase (N° de codigo S2013) o Trypsin (N° de codigo S2012) durante 5 minutos.

Se aclara concienzudamente con agua destilada y se continia con el
procedimiento de tincion de acuerdo con las instrucciones del reactivo. Como
alternativa al pretratamiento de la enzima se puede utilizar la recuperacion del
epitopo inducida por calor. La recuperacion de epitopo inducida por calor incluye
la inmersion de las secciones de tejido en una solucion tampdn precalentada y la
mantencion del calor mediante un bafio en agua (95-99 °C), un vaporizador (95—
99 °C) o un autoclave (121 °C).

Secciones en criostato y extendidos celulares.

Se puede utilizar el AEI/AE3 para el marcado de las secciones en camara
de congelacion fijadas en acetona o extendidos celulares fijados;

Procedimiento de tincion
Los tiempos de incubacion recomendados son los siguientes:
N1590: 10 minutos a temperatura ambiente con los sistemas Envision o LSAB.
NPO019: 30 minutos a temperatura ambiente con los sistemas Envision+ o LSAB+.
Limitaciones especificas del producto
1. Se ha demostrado que las células del reticulo extrafolicular de los

ganglios linfaticos, las amigdalas y el bazo reaccionan con anticuerpos contra la
citoqueratina 8.(164)
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2. Se ha confirmado la presencia de citoqueratina 19 y posiblemente
también la citoqueratina 8 en las células de musculo liso del utero.(165)

3. Algunos pocos melanomas (166) y leiomiosarcomas (165) pueden
tefiirse en forma positiva. Por lo general este hallazgo es mas pronunciado en los
tejidos congelados que en los tejidos fijados en formol (167). Por lo tanto, se
recomienda utilizar el AEI/AE3 en un panel con HMB45 (cuando se intente
descartar melanomas) y en desmina (cuando se intente descartar leiomiosarcomas),
ya que estos ultimos anticuerpos carecen de especificidad por las células
epiteliales.

4. Se han informado casos de tincion falso-positiva de las células gliales
tumorales presentes en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina cuando se
utiliza un pretratamiento proteolitico. Se ha demostrado mediante métodos
inmunocitoquimicos y bioquimicos que estas células y tumores no expresan
citoqueratinas. (168)

5. Pinkus y col. (169) han enfatizado la importancia de la digestion
proteolitica de los tejidos fijados en formol que van a ser tefiidos con AE1/AE3.

En estos ultimos casos, s6lo 2 de 12 canceres de piel de diferentes tipos
mostraron una tincién Optima para la citoqueratina. Al revisar datos conflictivos
acerca de la inmunoreactividad de las citoqueratinas en las publicaciones
anteriores y al compararlos con los resultados propios, Pinkus y col. (169)
consideraron que muchos casos previamente interpretados como falso-positivos
eran atribuibles a uno o varios de estos inconvenientes.

6. En un estudio de IHQ de 87 neoplasias, entre las que se incluian 48
adenocarcinomas de varios tipos, en el que se compard al AEI/AE3 con un
anticuerpo contra el antigeno epitelial de membrana (EMA), Pinkus y col. (170)
concluyeron que en el 33% de las neoplasias derivadas del epitelio el AE1/AE3 era
un marcador mas confiable que el anticuerpo contra el EMA para la tincion de las
proteinas citoqueratinas de los tejidos fijados en formol tratados proteoliticamente.
Sin embargo, se recomend6 que el AE1/AE3 y el anticuerpo contra el EMA se
utilizaran como reactivos complementarios, ya que el EMA fue positivo y el
AE1/AE3 negativo en el 9% de los casos.

7. Aunque Listrom y Dalton (171) no informaron casos de tincion falso-
positiva, se observd una tincidn citoplasmatica tenue en 2 de 2 plasmocitomas, 2
de 4 melanomas y 2 de 7 linfomas, lo que se consideré que fue el resultado de una
tinciodn inespecifica del fondo.
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Caracteristicas de tincion

El patrdon de tincion celular del AE1/AE3 es citoplasmatico.

Tejidos Normales:

La evaluaciéon de 30 tejidos normales diferentes demostrd una tincion
positiva del citoplasma de células de epitelio escamoso y columnar del cuello
uterino, colon, es6fago, piel, intestino delgado, estomago y amigdalas.

Entre otros tejidos que se tifieron se incluye al tejido glandular (glandula
mamaria, paratiroides, liquido prostatico y tiroideo), astrocitos, sustancia blanca
del cerebelo, filamentos gliales del cerebro, tibulos distales y capsula de Bowman
del rifion, conducto biliar, neumocitos, bronquio, mesotelio, conducto
interlobulillar del pancreas, células de la hipofisis anterior, conducto interlobulillar
y células acinares de las gldndulas salivales, células reticulares y cuerpos de
Hassall del timo y endometrio y células de musculo liso del utero. Se observo
tincion negativa en las glandulas suprarrenales, la médula 6sea, el corazon, el
pericardio, los nervios periféricos, el musculo esquelético, el bazo y los testiculos.

El anticuerpo contra el AE1/AE3 reacciona con la epidermis queratinizada
(56,5/65-67) y corneana (55 de 64), el epitelio escamoso estratificado de los
organos internos (51 de 59), el epitelio estratificado (50 de 58), los queratinocitos
hiperproliferativos (48 de 56) y los epitelios simples (45 de 52 y 46 de 54). La
queratina de 40 kD esta presente en la mayoria de los epitelios, con excepcion de
la epidermis de los adultos. (160,161)

Tejidos Anormales:

Listrom y Dalton14 analizaron los clones AEI/AE3 en tejidos patologicos
de mas de 60 neoplasias epiteliales escasamente diferenciadas, linfomas,
melanomas y sarcomas. Con excepcion de la tincion de sélo 2 de 6 casos de
carcinomas de células pequefias y 3 de 5 carcinomas de células transicionales, el
estudio encontré que las 34 neoplasias epiteliales se tifieron en forma positiva.
Cuando era positiva, el AE1/AE3 tifid carcinomas de células transicionales s6lo en
forma débil y la tincion de las células tumorales era difusamente citoplasmatica o
perinuclear. Montag y col (173) encontraron que el AE1/AE3 era un reactivo
sensible para el diagndstico diferencial entre el mesotelioma difuso maligno del
tipo sarcomatoide (de células en huso) (positivo en 30 de 30 casos) y otros tipos de
neoplasias de células en huso (0 de 49). Cuando lo compararon con el anticuerpo
contra el EMA en un estudio de 87 neoplasias, entre las que se incluyeron 48
adenocarcinomas de varios tipos, Pinkus y col.(170) encontraron que en el 33% de
los casos el AE1/AE3 provocd una tincién mas confiable que el anticuerpo contra
el EMA.
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Aunque 3 de 3 casos de cordoma condroide y 1 de 8 casos de linfoma
fueron reactivos con el anticuerpo contra el AE1/AE3, no se observo tincion
positiva entre 25 neoplasias no epiteliales, entre las que se incluian 4 casos de
melanoma y 4 de glioblastoma. (171) Cuando se utilizé el AEI/AE3 en la técnica
inmunoblot no se detectd la presencia de citoqueratina en 8 casos de tumores no
epiteliales, que incluyeron melanomas, linfomas, neurofibromas y sarcomas. (174)
Sin embargo, se recomendo (171) que se utilizara al AEI/AE3 como uno mas
dentro de un panel de anticuerpos para la determinacion del linaje celular en los
casos de neoplasias de células pequefias escasamente diferenciada

El estudio se hizo sobre el tumor de células germinales y en el tejido
peritumoral no afecto de tumor macro ni microscopico y se hizo la
Inmunohistéquimica por tanto con BHCG, aFP, C-kit, Ki-67, C-erb-B2, EGFR,
AEI1/AE3 en tejido tumoral y en tejido sano determinando su expresion, lo que
significa 14 variables

Se confeccion6 una Hoja de Recogida de todos los datos descritos con un
total de 42 variables. (Ver Hoja de Recogida)
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3. MATERIAL Y METODO ESTADISTICO

Para el estudio estadistico se utilizara el paquete SPSS 19.0 (Statistical
Package for Social Sciences) y Microsoft Excel para Window XP Professional.

Se confeccionod una hoja de Calculo Excel para el tratamiento estadistico de
todas las variables recogidas (Anexo 2. Variables de recogida. Opciones y
Asignacion de valores numéricos para confeccion de hoja de Excel)

Estudio estadistico descriptivo

Se calcularan las medidas de tendencia central (media, mediana y moda),
medidas de dispersion (desviacion tipica y varianza) para variables cuantitativas.
Para variables cualitativas se obtendran las frecuencias absolutas y relativas.
Mediante tablas de frecuencias se expresaran los resultados en frecuencias
(variables cualitativas absolutas) y porcentajes (relativas). Gracias a ello podremos
ver caracteristicas clinicas, histologicas e inmunohistoquimicas de los tumores
germinales y tejido petitumoral en los individuos que lo padecian.

Estudio estadistico analitico

Se realizaran estudio bivariantes para ver la asociacion entre las distintas
variables. Para relacionar variables cualitativas se utilizara previamente las tablas
de contingencia. Se hara el Analisis del Intervalo de Confianza mediantes el Test

de la ¥ de Pearson complementado con analisis de residuos.

Se han realizado Estimaciones de las variables mediante el Intervalo de
Confianza al 95%. Se han realizado constrastes de una proporcion
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4. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Se realiza busqueda electronica en fuentes primarias y fuentes secundarias asi
como busqueda manual en el tema relacionado: tumores de células germinales y
marcadores inmunohistoquimicos. En el resto de partes: anatomia, embriologia,
marcadores inmunohistoquimicos especificos: BHCG, aFP, C-kit, Ki-67, Cerb-2,
EFGR, AE1/AE3 utilizamos la bibliografia especifica referida por las fuentes
utilizadas. Se utiliza como palabras claves para el tema principal: “Testicular
Cancer” and “Inmunohistochemical”.

La busqueda se acota a los Ultimos 15 anos: Enero de 2000 a Julio 2015,
seleccionando estudios en humanos, publicados en Inglés y en Espafiol, aquellos
con mayor evidencia, por lo que se restingi6 a: Metaandlisis, Revisiones
Sistematicas, Ensayos Clinicos (aleatorizados o no) y estudios validados.

El resultado de la busqueda en PubMed obtuvo con los criterios descritos 277

estudios potenciales. Tras la depuracidon han sido validos para nuestro estudio 188
articulos.
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V. RESULTADOS
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1. RESULTADOS DE LAS VARIABLES CLINICAS

EDAD

Los resultados correspondientes a la muestra son los siguientes

Tabla 1. Edad

Media

Desv. Tip.

Minimo

Maximo

I.Confianza

Edad

25,82

6,201

16

50

24,05 - 27

Gridfica 1. Edad

EDAD

45 o

40 o

35

30 o

25

HEDAD

20 o

15

10 A

1

4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49

La edad de aparicion estd por encima de 16 afios, con un pico maximo entre
24-28 anos. La edad media es de 25,82 afios. Hay un solo tumor que aparece a los

50 anos

Se ha hecho estimacion de la edad de la Poblacion que tiene TCG de
manera que con un intervalo de confianza del 95% la edad estd comprendida entre

24,05 y 27 aios
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LADO

Los resultados correspondientes a la muestra son los siguientes

Tabla 2. Testiculo afectado por el Tumor

Frecuencia %
I1ZQUIERDO 28 54,9
DERECHO 23 45,1

Grdfico 2. Testiculo afectado por el Tumor

30+

25+

20+

15

O Tumores

10

lzquierdo Derecho

En nuestra muestra el 54,9 % de los tumores estaban en la gonada
izquierda, correspondiendo a 28.

LOCALIZACION

Los resultados correspondientes a la muestra son los siguientes

Tabla 3. Localizacion del Tumor en el Testiculo

Frecuencia | %

SUPERIOR 5 9.8

MEDIO 7 13,7

INFERIOR 6 11,8
SUPERIOR+MEDIO 2 3,9
SUPERIOR+MEDIO+INFERIOR 26 51
MEDIO+INFERIOR 5 9,8
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Grdfico 3. Localizacion del Tumor en el Testiculo
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Destacar que més de la mitad del total ocupaban todo el Testiculo.
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2. RESULTADOS DE LAS VARIABLES ANATOMO-
PATOLOGICAS

ESTADIO PATOLOGICO

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 4. Estadio Patologico

Frecuencia %
pT1 44 86,3
pT2 5 9,8
pT3 2 3,9

Grdfico 4. Estadio Patologico
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El 86,3% eran organoconfinados pT1 limitado al testiculo y epididimo sin
invasion linfatico/vascular; el tumor podria invadir la tunica albuginea pero no la
tunica vaginal. So6lo 2 eran pT3, es decir tumores que invadian el cordon
espermatico con invasion linfatico/vascular o sin esta.

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que en mas del
75% de esta Poblacion de TCG mas del 75% de estos tumores son
organoconfinados con una p <0,05.
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DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 5. Tipos de Tumor

Tipo Histologico Frecuencia | %
Seminoma Clasico 18 35,3
Carcinoma Embrionario 4 7,8
Seno Endodérmico o Saco Vitelino 3 59
Teratoma Inmaduro 2 39
Seminoma+Carcinoma 1 2
Embrionario+SacoVitelino+Corio
Carcinoma Embrionario+Saco Vitelinot+Teratoma 1 2
Inmaduro
Seminoma+Carcinoma Embrionario 1 2
Saco Vitelino+Teratoma Inmaduro 3 5,9
Carcinoma Embrionario+Teratoma Inmaduro 5 9.8
Saco Vitelino+Coriocarcinoma 2 39
Carcinoma Embrionario+Saco Vitelino 5 9.8
Seminoma+Carcinoma Embrionario+Corio+Teratoma 1 2
Maduro
Carcinoma Embrionario+Coriocarcinoma+Teratoma 1 2
Inmaduro
Coriocarcinoma+Teratoma Inmaduro 1 2
Seminoma-+Teratoma Maduro 1 2
Tumor Estromal Mixto 1 2
Seminoma-+Teratoma Inmaduro 1 2
TOTAL 51 100

Tabla 5bis. Tipos de Tumor Agrupados: Puros y Mixtos

Frecuencia. | %
Puros 27 53
Mixtos 24 47
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Grdfico 5. Tipos de Tumor: Puros y Mixtos
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Tenemos 27 TCG Puros: 18 Seminomas (35,3%), 4 Carcinomas
Embrionarios (7,8%), 3 Tumores del Saco Vitelino o Seno Endodérmico (5,9%) y
2 Teratomas Inmaduros (3,9%). Un total de 24 tumores (47,1%) son mixtos.
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2.1.RESULTADOS DEL ESTUDIO MACROSCOPICO DEL

TCG

MARGENES

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 6. Afectacion mdrgenes a nivel macroscopico

Frecuencia %
Expansivo (bien delimitado) 27 52,9
Infiltrativo (mal delimitado) 24 47,1

Grdfico 6. Afectacion mdrgenes a nivel macroscépico
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Los margenes son en un 52,95% Expansivos, bien delimitados, siendo el
resto Infiltrativos, mal delimitados.

HEMORRAGIA INTRATUMORAL

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 7. Hemorragia intratumoral macroscopicamente

Frecuencia %
No Hemorragia 30 58,8
Hemorragia 21 41,2
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Grdfico7. Hemorragia intratumoral macroscopicamente
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En nuestra muestra, 21 tumores (41,2%) la presenta.

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 32%
de esta Poblacion de TCG presentan Hemorragia intratumoral con una p <0,05.

NECROSIS

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 8. Necrosis Macroscopica

Frecuencia %
No Necrosis 15 294
Presente 36 70,6

Grdfico 8. Necrosis Macroscopica
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En nuestra muestra, aparece en el 70,6% (36 tumores).
Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 59%
de esta Poblacién de TCG presentan Necrosis Macroscopica con una p<0,05.

INFILTRACION

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 9. Infiltracion Macroscdpica

Afectacion genital Frecuencia %
NO 34 66,7
ALBUGINEA 7 13,7
EPIDIDIMO 2 3,9
CORDON TESTICULAR 2 3.9
ALBUGINEA+EPIDIDIMO 4 7,8
EPIDIDIMO+CORDON 1 2
ALBUGINEA+EPIDIDIMO+CORDON 1 2

Grdfico 9. Infiltracion macroscépica
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En nuestra muestra el 66,7% del total de los tumores no infiltran
estructuras anexas ni la albuginea testicular. 7(13,7%) infiltran la albuginea, y solo
4 (7,8%) infiltran la albuginea y el epididimo y solo otros 4 (7,8%) afectan al
cordon testicular.

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas de 2/3
partes de esta Poblacion de TCG presentan Tumor Organoconfinado con una p
<0,05.
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2.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO MICROSCOPICO DEL
TCG

TIPO DE CRECIMIENTO

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 10. Patrones de Crecimiento

Patron de Crecimiento Frecuencia | %

SOLIDO 7 13,7

CORDONAL 6 11,8
TUBULO/GLANDULAR 4 7,8

SOLIDO+CORDONAL 10 19,6
SOLIDO+TUBULO/GLANDULAR 5 9,8
CORDONAL+TUBULO/GLANDULAR 5 9,8

SOLIDO+CORDONAL+TUBULO/GLANDULAR 9 17,6
QUISTICO 2 3,9
TUBULO/GLANDULAR+ QUISTICO 2 3,9

SOLIDO+QUISTICO 1 2

Grdfico 10. Patrones de Crecimiento
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En nuestra muestra el mas frecuente es el S6lido en Cordones con 10 casos
(19,65%) y el Solido Cordonal y Tubulo/Glandular en otros 9 lo que constituye un
17,6%. Sumando ambos serian 19 casos (37,25%)
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NECROSIS

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 11. Necrosis Microscdpica

Frecuencia %
No Necrosis 13 25,5
Extensa 30 58,8
Focal 8 15,7

Grdfico 11. Necrosis Microscopica
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En nuestra muestra no aparece en el 25,5% (13 casos), El 58,8% (30
tumores) presenta una Necrosis extensa y en 8 (15,7%) es Focal.

APOPTOSIS
Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 12. Apoptosis

Frecuencia %
No Apoptosis 5 9,8
Si Apoptosis 46 90,2

Grdfico 12. Apoptosis
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Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 80%
de esta Poblacién de TCG presentan Apoptosis con una p<0,05.

CUERPOS EMBRIOIDES

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 13. Cuerpos Embrioides

Frecuencia %
No C.Embrioides 41 80,4
Si C.Embrioides 10 19,6

Grdfico 13. Cuerpos Embrioides
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En nuestra muestra aparecen solo en 10 casos (19,6%)
Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 70%
de esta Poblacién de TCG no tendran Cuerpos Embrioides con una p<0,05.
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CUERPOS DE SCHILLER

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 14. Cuerpos de Schiller

Frecuencia %
No C.Schiller 31 60,8
Si C.Schiller 20 39,2

Grdfico 14. Cuerpos de Schiller
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En 31 de los 51 tumores, lo que constituye el 60,8% no aparecen.

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 30%

de esta Poblacién de TCG no tendran Cuerpos Embrioides con una p<0,05.

FIBROSIS

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 15.Fibrosis
Frecuencia %
No Fibrosis 8 15,7
Si Fibrosis 43 84,3
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Grdfico 15.Fibrosis
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La Fibrosis aparece en el 85,3% del total con 43 casos.

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 75%

de esta Poblacion de TCG tendran Fibrosis con una p<0,05.

INFILTRADO INFLAMATORIO

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 16. Infiltrado Inflamatorio

Infiltrado Inflamatorio. Tipo de Células Frecuencia | %
AUSENTE/NO 4 7,8
LINFOCITOS 10 19,6

INFILTRADO AGUDO 2 3,9
LINFOCITOS+CELULAS PLASMATICAS 22 43,1
LINFOCITOS+MACROFAGOS 2 3,9
LINFOCITOS+INFILTRADO AGUDO 3 5,9
LINFOS+CELS. 6 11,8
PLASMATICAS+tMACROFAGOS
LINFOS+ C. PLASMA+MACRO+I.AGUDA 2 3,9

153




Grdfico 16. Infiltrado Inflamatorio
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El mas frecuente es el cronico con un 78%, dentro de ¢él, el que estd a base
de Linfocitos y Células Plasmaticas con un 43% (22 casos). Solo 2 (3,9%)
pacientes presentan un infiltrado exclusivamente agudo.

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 70%

de esta Poblacién de TCG presentan una Infiltrado Inflamatorio Crénico con una
p<0,05.

CALCIFICACIONES

Los resultados obtenidos de 1a muestra son

Tabla 17. Calcificaciones

Frecuencia %
No Calcificaciones 33 64,7
Si Calcificaciones 18 35,3
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Grdfico 17. Calcificaciones
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Las Calcificaciones estan presentes en 33 tumores (64,75%).

CITOPLASMA

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 18. Morfologia del Citoplasma

HIALINOS

Morfologia del Citoplasma Frecuencia | %
VACUOLADO 27 52,9
GRANULAR 3 59
VACUOLADO+GRANULAR 10 19,6
VACUOLADO+GLOBULOS HIALINOS 4 7,8

GRANULAR+GLOBULOS HIALINOS 1 2
VACUOLADO+GRANULAR+GLOB. 6 11,8
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Grdfico 18.Morfologia del Citoplasma
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El aspecto microscopico del Citoplasma mas frecuente es el Vacuolado
exclusivamente con un 52,9% (27 casos) que si lo sumaros a los que se presentan
ademas con otras formas: Granular o con Globulos Hialinos constituirian 41
tumores, lo que es el 80,3% del total.

NUCLEO

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 19. Morfologia del Nucleo

Morfologia del Nucleo Frecuencia | %
MULTINUCLEACION 2 3,9
PLEOMORFICOS 5 9,8

NUCLEOLO 3 5,9
MULTINUCLEACION+PLEOMORFICO 5 9,8
PLEOMORFICOS+NUCLEOLOS 17 33,3
MULTINUC+PLEOMORFICO+NUCLEOLO 19 37,3
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Grdfico 19.Morfologia del Nucleo
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En la morfologia del Nucleo destacan los Pleomorficos con Nucleolos en
19 casos (37,3%) y los Vacuolados con Nucleolo en 17 (33,3%).

GRADO
Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 20. Grado

Frecuencia %
Alto Grado 40 78,4
Bajo Grado 11 21,6

Grdfico20.Grado
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En relacion al grado el 78,4% (40 tumores) presenta Alto.
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Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 74%
de esta Poblacion de TCG presentan Alto Grado con una p<0,05.

MITOSIS
Los resultados obtenidos de 1a muestra son

Tabla 21. Numero de Mitosis

Numero de Mitosis | Frecuencia | %
<2x10 c.g.a 3 5,9
3-5x10c.g.a. 3 5,9

6-10x10 c.g.a. 6 11,8
>10x10 c.g.a. 39 76,5

Gridfico 21. Numero de Mitosis
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El 76,5% (39 tumores) presentan Mifosis superiores a >10x10 c.g.a.
PAS

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 22. PAS

Frecuencia %
PAS- 8 15,7
PAS+ 43 84,3
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Grdfico22.PAS
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Son PAS positivo 43 casos que constituye un 84,3%.
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2.3.RESULTADOS DEL ESTUDIO MICROSCOPICO DEL

TEJIDO PERITUMORAL (TP)

ATROFIA

Los resultados obtenidos de 1a muestra son

Tabla 23. Atrofia en TP

Frecuencia %
NO 40 81,6
SI 9 18,4

Grdfico23.Atrofia en TP
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Presentaba solo el 18,4% (9 casos).

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 72%

de esta Poblacion de TCG no presentan Atrofia con una p<0,05.

“ONLY SERTOLI CELLS”

Los resultados obtenidos de 1a muestra son

Tabla 24. Células “Solo Sertoli”

Frecuencia %
NO 46 93,9
SI 3 6,1
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Grdfico24. Células “Solo Sertoli”
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Presencia s6lo en 3 de los 49, por tanto el 93,9% no tenia ese tipo de

hallazgo.

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 80%
de esta Poblacién de TCG presentan Células “Soélo Sertoli” con una p<0,05.

NEOPLASIA INTRATUBULAR DE CELULAS GERMINALES (NICG)

Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 25.NICG
Frecuencia %
NO 4 8,2
SI 45 91,8
Grafico25.NICG
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En 45 (91,8%) sobre 49 muestras de tejido peritumoral habia Neoplasia
Intratubular de células Germinales (NICG).

Mediante el Contraste de una Proporcion podemos decir que mas del 82%
de esta Poblacién de TCG presentan NICG con una p<0,05.

PAS
Los resultados obtenidos de la muestra son

Tabla 26. PAS

Frecuencia %
PAS - 7 14,3
PAS + 42 85,7

Grdfico26. .PAS
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El 85,7% (42 casos) presentan PAS positivo.
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3. RESULTADOS DEL ESTUDIO
INMUNOHISTOQUIMICO ENTCG Y EN TP

Como marcadores inmunohistoquimicos se utilizaron: SHCG, oF' P, C-kit,
Ki-67, C-erb-B2, EGFR, AEI/AE3 en tejido tumoral y en tejido perilesional sano
determinando su expresion, lo que significa que determinamos 14 variables, siete
en TCG y siete en el TP.

pHCG
Tabla 27. Expresion de pHCG
BHCG TCG TP
Expresion | Frecuencia % | Frecuencia | %
0 19 37,3 36 73,5
+ 26 51 10 204
++ 1 2 2 4,1
- 5 9,8 1 2
Total 51 100 49 100

En los TCG se expresaba en el 62,7%, es decir en 32 tumores. En el TP
resultaron sin expresion 36 casos (73,5%)

aFP

Tabla 28. Expresion de aFP

afFP TCG TP
Expresion | Frecuencia % | Frecuencia %
0 35 68,6 46 93,9
+ 5 9,8 3 6,1
++ 5 9.8 02 0
+++ 6 11,8 0 0
Total 51 100 49 100

En los TCG era negativo en el 68,6%, lo que suponian 35 tumores y en el
TP fueron negativos 46 (93,9%).
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C-kit

Tabla 29. Expresion de C-Kit

C-Kit TCG TP
Expresion | Frecuencia | % | Frecuencia | %
0 25 49 12 24,5
+ 10 19,6 9 18,4
++ 6 11,8 7 32
+++ 10 19,6 21 42,9
Total 51 100 49 100

En los TCG no se expresaba en 49%. En el TP se expreso6 en alguno de sus
tres grados en el 75,5%, es decir en 37 casos.

Ki-67

Tabla 30. Expresion de Ki-67

Ki-67 TCG TP
Expresion | Frecuencia % | Frecuencia %
0 2 3,9 7 14,3
+ 11 21,6 13 26,5
++ 18 35,3 13 26,5
+++ 20 39,2 16 32,7
Total 51 100 49 100

En los TCG se expresaba en todos excepto en 2 en diferente porcentaje, lo
que significaba que el 96,1% lo tenian positivo. En el TP El Ki-67 obtuvo
positividad en 85,7 % del total de los estudiados, es decir 42 especimenes,
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C-erb-B2

Tabla 31. Expresion de C-erb-B2

C-erb-B2 TCG TP
Expresion | Frecuencia % | Frecuencia | %
0 38 74,5 38 77,6
+ 10 19,6 9 18,4
++ 2 3,9 1 2
4+ 1 2 1 2
Total 51 100 49 100

En los TCG no se expresaba en el 74,5%,38 tumores. En el TP en 38 de 49
(77,6%) no se expresa

EFGR

Tabla 32. Expresion de EFGR

EFGR TCG TP
Expresion | Frecuencia | % | Frecuencia | %
0 37 72,5 48 98
+ 6 11,8 1 2
++ 3 5,9 0 0
+++ 5 9.8 0 0
Total 51 100 49 100

En los TCG era negativo en el 72,5%. En el TP s6lo uno de las muestras de
tejido peritumoral expreso

AEI/AE3
Tabla 33. Expresion de AE1/AE3
AEI/AE3 TCG TP
Expresion | Frecuencia | % | Frecuencia | %
0 25 49 12 24,5
+ 10 19,6 9 18,45
++ 6 11,8 7 3,2
+++ 10 19,6 21 429
Total 51 100 49 100

165



En los TCG expresaba positividad en algun grado en el 58,8%, esto es en
30 tumores. En el TP el 69,4% (34 casos) expresa de uno u otro grado, lo que
supone que en 15 casos (30,6%) no lo hace.
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4. AGRUPACIONES DE TUMORES DE CELULAS
GERMINALES (TCG) Y DEL TEJIDO
PERITUMORAL (TP)
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En el analisis de los datos se observa que los Tumores Mixtos son muchos
y variados dentro del bajo nimero total que disponemos, ya que la prevalencia es
muy baja. Dentro de los Puros, excepto el Seminoma que es mas numeroso, el
resto son escasos por lo que para realizar la Investigacion decidimos realizar
Agrupaciones.

Las Agrupaciones de TCG (y su correspondiente Agrupacion del TP) las
realizamos basdndonos en: - nimero de casos-, en determinadas caracteristicas que
justificamos mas adelante: - composicion -, - procedencia -, - forma de crecimiento
-, etc.) que pudiera identificar, expresandose, determinado Marcador.

Valoramos caracteristicas macro y microscopicas de las Agrupaciones de
TCG y del TP: Margenes, Hemorragia, Necrosis macroscopica y microscopica,
Apoptosis, Cuerpos Embrioides, Cuerpos de Schiller, Fibrosis, Grado, Atrofia,
presencia de Células Solo Sertoli y de NICG

Las Agrupaciones han sido:
Agrupacion 1

Realizamos esta Agrupacion para valorar y diferenciar grupos de tumor y
su correspondiente TP, unos derivados del Sincitiotrofoblasto como los
Seminomas que constituye el Grupo 1, otro que corresponde a los Tumores Mixtos
que tienen componente Seminomatoso y/o Coriocarcinoma y Coriocacinoma Puro,
que es el Grupo 2 y un ultimo Grupo 3 de Tumores Mixtos sin €sos componentes
o Puros ni del primero ni segundo grupo.

Valoramos la expresion del marcador SJHCG en primer lugar ya que
queremos analizar la expresion en tumores derivados del sincitiotrofoblasto.
Analizamos la expresion del resto de marcadores: oF P, C-kit, Ki-67, C-erb-B2,
EFGR, AE1/AE3.

Grupo 1: Seminoma Puros
Grupo 2: Tumores Mixtos Sin componente de Seminoma, Mixtos Sin
componente de Coriocarcinoma + Tumores Puros No Seminomas y No

Coriocarcinoma

Grupo 3: Tumores Mixtos Con Coriocarcinoma y/o Con componente
Seminomatoso + Tumores Puros Coriocarcinoma
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Agrupacion 2

Realizamos esta Agrupacion para valorar y diferenciar grupos de tumor y
su correspondiente TP que por marcar séricamente alfafetoproteina pudiera hacerlo
también inmunohistoquimicamente. Asi dejamos un Grupo 1: Seminomas, por ser
el mas numeroso, un Grupo 2 que corresponde a aquellos que marcan
alfafetoproteina en suero que corresponde a Tumores Mixtos de Seno
Endodermico o Saco Vitelino que lo lleven y Tumores Puros de Saco Vitelino y un
tercer grupo que no sea ni Seminoma ni Seno Endodermico ni mixtos con sus
componentes ni Puros.

Se analiza la expresion del marcador aFP para ver si existiera relacion con
su deteccion elevada en suero y el resto de marcadores: JHCG, C-kit, Ki-67, C-
erb-B2, EFGR, AE1/AE3

Grupo I: Seminoma Puros

Grupo 2: Tumores Mixtos Con componente de Seno Endodermico o Savo
Vitelino + Tumor Puro Saco Vitelino

Grupo 3: Tumores Mixtos Sin Componente de Seno Endodermico o Saco
Vitelino y Tumores Puros No Seminomatosos + Tumores Puros No Saco Vitelino
ni Seminoma.

Agrupacion 3

Realizamos esta Agrupacion para valorar y diferenciar grupos de tumor y
su correspondiente TP. El C-kit es un anticuerpo que podria detectar proteinas
transmembrana especificas y ese tipo los posee los Tumores Seminomatosos Puros
o Mixtos con dicho Componente y también pudiera hacerlo la Displasia y los
NICG que se agrupan en un Grupo 1 y se hace otro con el resto. Tambien se
evalua el resto de marcadores en esos grupos: SHCG, oFP, Ki-67, C-erb-B2,
EFGR, AE1/AE3.

Grupo 1. Seminomas Puros + Tumores Mixtos Con componente de
Seminomas + Displasia

Grupo 2: Resto de Tumores
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Agrupacion 4

Realizamos esta Agrupacion para valorar y diferenciar grupos de tumor y
su correspondiente TP. Los tumores con mayor indice de proliferaciéon son los
Seminomas, Carcinoma Embrionario y Seno Endodermico. Asi, realizamos tres
grupos, uno que corresponde al Grupo 1: Seminoma, otro Grupo 2: Tumores
Mixtos con seminoma y/o con Carcinoma Embrionario y/o Seno Endodermico o
Puros de éstos dos ultimos y por ultimo otro grupo que es el Grupo 3 con el resto
de tumores.

Valoramos inicialmente la expresion de Ki-67 que es un marcador de
proliferacion celular al igual que el resto de marcadores: JHCG, aF'P, C-kit, C-
erb-B2, EFGR, AE1/AE3.

Grupo I: Seminomas Puros
Grupo 2: Tumores Mixtos Con componente Seminoma y/o Carcinoma
Embrionario y/o Seno Endodermico + Tumores Puros Carcinoma Embrionario o

Seno Endodermico

Grupo 3: Resto de Tumores

Agrupacion 5

Realizamos esta Agrupacion para valorar y diferenciar grupos de tumor y
su correspondiente TP. Se quiere inicialmente valorar la presencia de la proteina
HER2 con la expresion de C-erb-B2 para valorar respuesta a futuro tratamiento
con anticuerpo monoclonal especifico. Asi realizamos dos grupos: Grupo 1
Seminomatosos Puros o Mixtos y Grupo 2 el resto de Tumores.

Evaluamos el resto de marcadores: SHCG, aFP, C-kit, Ki-67, EFGR,
AE1/AE3

Grupo I: Seminomas + Tumores Mixos Con componente Seminomatoso

Grupo 2: Tumores Puros No Seminomas + Tumores Mixtos Sin
componente Seminomatoso
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Agrupacion 6

Realizamos esta Agrupacion para valorar y diferenciar grupos de tumor y
su correspondiente TP. Queremos establecer dos Grupos de Tumores, por un lado
el Grupo 1: que derivan del ectodermo y producen citoqueratinas como los
Teratomas y Mixtos con componentes del mismo, y en otro Grupo 2 el resto. Las
Citoqueratinas podrian ser detectadas por los marcadores EFGR,AE1/AE3.

También se estudia el resto de marcadores: SHCG, AFP, C-kit, Ki-67, C-
erb-B2.,

Grupo I: Tumores Puros Teratomas (Maduros o Inmaduros) + Tumores
Mixtos Con componentes Teratomatoso

Grupo 2: Resto de Tumores
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4.1.RESULTADOS DEL ESTUDIO MACROSCOPICO DE LAS
AGRUPACIONES DE LOS TCG

MARGENES

No se han encontrado relaciones significativas entre las Agrupaciones y los
margenes.

HEMORRAGIA

Aunque la gran mayoria de los Seminomas no la presenta (72%) no hemos
encontrado relacion significativa de la Hemorragia con las Agrupaciones.

Los Tumores del Seno endodérmico o Mixtos con componente del Saco
Vitelino presentan un 73% de hemorragia. Hemos encontrado relacion
significativa entre la Hemorragia y la Agrupacion 2.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 34. Hemorragia en Agrupacion 2.

AGRUPACION 2
Hemorragia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
NO 13 4 13 30
SI 5 11 5 21
Total 18 15 18 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Hemorragia en esta Agrupacion 2, esta asociada al Grupo 2 que corresponde a
los Tumores del Seno Endodérmico o Mixtos del Saco Vitelino con una p<0,011

NECROSIS

Los Seminomas y los Tumores Mixtos con componente de Seminoma no
presentan Necrosis macroscopicamente en un 73% y los No Seminomatosos si un
66%,

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla
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Tabla 35. Necrosis en Agrupacion 3

AGRUPACION 3
Necrosis Grupo 1 Grupo 2 Total
NO 11 4 15
SI 12 24 36
Total 23 28 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de No Necrosis en la Agrupacion 3 esta asociada al Grupo 1 que corresponde a los
Seminomas y los Tumores Mixtos con componentes de Seminoma, y la de
Necrosis al Grupo 2: Tumores No Seminomatosos con una p <0.09
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4.2.RESULTADOS DEL _ESTUDIO MICROSCOPICO DE LAS
AGRUPACIONES DE LOS TCG

NECROSIS MICROSCOPICA

En los Seminomas se aprecia Necrosis Microscopica Focal en un 38% y no
la hay en un 33%. En los Tumores no Seminomatosos y sin coriocarcinoma hay
Necrosis Microscopica Extensa en el 79%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 36. Necrosis Microscépica en Agrupacion 1

AGRUPACION 1
Necrosis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
Microscopica
NO 6 4 3 13
EXTENSA 5 19 6 30
FOCAL 7 1 0 8
Total 18 15 18 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Necrosis Focal en la Agrupacién 1 estd asociada al Grupo 1 que corresponde a
los Seminomas y los Tumores Mixtos con componentes de Seminoma, y la de
Necrosis Extensa en la Agrupacion 1 al Grupo 2: Tumores Mixtos no
Seminomatosos y Tumores Puros no Coriocarcinomas con una p <0.003.

Los Tumores Mixtos con Componente del Saco Vitelino o Puros del
mismo presenta una Necrosis microscopica en el 93% siendo el 86% Extensa.
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Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 37. Necrosis Microscdpica en Agrupacion 2

AGRUPACION 2
Necrosis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
Microscopica
NO 6 1 6 13
EXTENSA 5 13 12 30
FOCAL 7 1 0 8
Total 18 15 18 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y> de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Necrosis Extensa en la Agrupacion 2 estd asociada al Grupo 2: Tumores Mixtos
con Componente del Saco Vitelino o Puros con una p <0.001.

Los Tumores No Seminomatosos presenta Necrosis Extensa en un 82%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 38. Necrosis Microscépica en Agrupacion 3.

AGRUPACION 3
Necrosis Grupo 1 Grupo 2 Total
Microscopica
NO 9 4 13
EXTENSA 7 23 30
FOCAL 7 1 8
Total 23 28 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Necrosis Extensa en la Agrupacion 3 estd asociada al Grupo 2: Tumores No
Seminomatosos con una p <0.001.

Los Tumores con alto indice de proliferacion como son los Seminomas y
los Carcinoma Embrionario y Seno Endodermico presentan Necrosis. Los
Tumores Mixtos con Seminoma y/o con Carcinoma Embrionario y/o con Seno
Endodermico o Puros de estos dos tltimos tienen Necrosis Extensa en el 85%.
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Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 39. Necrosis Microscdpica en Agrupacion 4

AGRUPACION 4
Necrosis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
Microscopica
NO 6 3 4 13
EXTENSA 5 23 2 30
FOCAL 7 1 0 8
Total 18 15 18 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y> de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Necrosis Extensa en la Agrupacion 4 estd asociada al Grupo 2: Grupo 2:
Tumores Mixtos con Seminoma y/o con Carcinoma Embrionario y/o con Seno
Endodermico o Puros de estos dos ultimos con una p <0.0001.

APOPTOSIS
La Apoptosis esta presente en el 100% de los Tumores Seminoma Puros y
Mixtos con dicho componente y en el 100% de los Tumores mixtos con

Componente del seno Endodérmico o Saco Vitelino puro en nuestra muestra.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 40. Apoptosis en Agrupacion 3.

AGRUPACION 3
Apoptosis Grupo 1 Grupo 2 Total
NO 0 5 5
SI 23 23 46
Total 23 28 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Apoptosis en la Agrupacion 3 esta asociada al Grupo 1: Tumores Seminomas
Puros y Mixtos con Componente de Seminoma y Displasia con una p <0.03.
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El 27% de los Tumores Mixtos sin Componente de Seno Endodermico o
Seminomatosos o Puros No Seminomatosos ni Seno Endodermico tienen.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 41. Apoptosis en Agrupacion 2.

AGRUPACION 2
Apoptosis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
NO 0 0 5 5
SI 18 15 13 21
Total 18 15 18 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Apoptosis en la Agrupacion 2 estd asociada al Grupo 3: Tumores Mixtos sin
Componente de Seno Endodermico o Seminomatosos o Puros No Seminomatosos
ni Seno con una p <0.006.

CUERPOS EMBRIOIDES

Los Seminomas no presentan Cuerpos Embrioides en el 100%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 42. Cuerpos Embrioides en Agrupacion 1

AGRUPACION 1
Cuerpos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
Embrioides
NO 18 15 8 41
SI 05 9 1 10
Total 18 15 18 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir la no aparicion
de Cuerpos Embrioides en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1: Seminomas
conuna p <0.006.
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En los Tumores No Seminomatosos los hay en 32%

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 43. Cuerpos Embrioides en Agrupacion 3

AGRUPACION 3
Cuerpos Grupo 1 Grupo 2 Total
Embrioides
NO 22 19 41
SI 1 9 10
Total 23 28 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de

Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicién
de Cuerpos Embrioides en la Agrupacion 3 esta asociada al Grupo 2: Tumores No
Seminomatosos con una p <0.01

En los Tumores con componente del Seno Endodérmico o Tumores del
Saco Vitelino la presencia de Cuerpos embrioides es del 53%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 44. Cuerpos Embrioides en Agrupacion 2.

AGRUPACION 2
Cuerpos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
Embrioides
NO 18 7 16 41
SI 0 8 2 10
Total 18 15 18 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Cuerpos Embrioides en la Agrupacion 2 estd asociada al Grupo 2: Tumores con

componente del Seno Endodérmico o Tumores del Saco Vitelino con una p
<0.001.
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CUERPOS DE SCHILLER

En ningin Seminoma Puro aparecen Cuerpos de Schiller. Aparecen en un
87 % los Tumores Mixtos del Seno Endodérmicos o Puros del Saco Vitelino.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 45. Cuerpos de Schiller en Agrupacion 2

AGRUPACION 2
Cuerpos de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
Schiller
NO 18 6 7 31
SI 0 18 2 20
Total 18 15 18 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
aparicion de Cuerpos de Schiller en la Agrupacion 2 esta asociada al Grupo 1:
Seminomas Puros y la aparicion de los mismos en la Agrupacion 2 estd asociada al
Grupo 2: Tumores con componente del Seno Endodérmico o Tumores del Saco
Vitelino con una p <0.001

Los Tumores mixtos con componente de Teratoma o Teratomas Puros los
presentan en nuestra muestra en el 60% y los que no los son estan ausentes en un
69%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 46. Cuerpo de Schiller en Agrupacion 6.

AGRUPACION 6
Cuerpos Grupo 1 Grupo 2 Total
Schiller
NO 6 25 31
SI 9 11 20
Total 23 28 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
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de Cuerpos de Schiller en la Agrupacion 6 esta asociada al Grupo 1: Teratomas y
Tumores Mixtos con componente de Teratomas y que la No aparicion de los
mismos en la Agrupacion 6 estd asociada alGrupo 2: Tumores No Teratomatoso
conuna p <0.05

FIBROSIS

Se aprecia que en nuestra muestra en todos los Grupos de Tumores dentro
de todas las Agrupaciones hay mayor Fibrosis. En los Seminomas puros un 88%,
en los Tumores Mixtos con componente de Seno Endodermico o Saco Vitelino un
93 %. En los Teratomas Puros o Mixtos con componente de Teratoma alcanzar un
80%. En ninguno de los Grupos de las distintas Agrupaciones se alcanza
significacion estadistica.

GRADO

El Grado en todos los Grupos de Tumores y todas las Agrupaciones es
mayor el de alto grado. Un 72% de los Seminomas Puros y un 80% de los que
tienen Seno Endodermico en su composicion o los son Puros de éste ultimo. En
ninguno de esos Grupos dentro de las Agrupaciones se alcanza la significacion
estadistica.

Los Tumores Mixtos con componentes de Seminoma y/o Carcinoma
Embrionario y/o Saco Vitelino o Puros de estos dos tltimos presentan alto grado
en un 88%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 47. Grado en Agrupacion 4

AGRUPACION 4
Grado Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total
NO 13 25 2 39
SI 5 2 4 11
Total 18 27 6 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de

Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Alto Grado en la Agrupacion 4 esta asociada al Grupo 2: Tumores Mixtos con
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componentes de Seminoma y/o Carcinoma Embrionario y/o Saco Vitelino o Puros
de estos dos ultimos con una p<0,02.

Los Tumores con Teratoma o Mixtos con componente del mismo la
presenta en un 67 % y en los restantes sea cual sea su composicion excepto la
anterior en un 80,5%. En ninguno de esos Grupos se alcanza la significacion
estadistica.
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4.3.RESULTADOS DEL ESTUDIO MICROSCOPICO DE LAS
AGRUPACIONES DEL TEJIDO PERITUMORAL (TP)

ATROFIA

La Atrofia la presentan un 35% del TP de los Tumores Seminomas Puros o
Mixtos con componente de Seminoma. En el 96% del TP de los Tumores No
Seminomatosos no la hay en nuestra muestra.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 48. Atrofia en Agrupacion 3

AGRUPACION 3
Atrofia Grupo 1 Grupo 2 Total
NO 15 25 40
SI 8 1 9
Total 23 26 49

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la aparicion
de Atrofia en la Agrupacién 3 estd asociada al Grupo 1: TP de los Tumores
Seminomas Puros o Mixtos con componente de Seminoma y la no aparicion de
Necrosis en la Agrupacion 3 estd asociada al Grupo 2: TP de los Tumores No
Seminomatosos con una p<0,005

El 86% del TP de los Tumores Mixtos con componente de Seno

Endodérmico o Puro de €l no hay Atrofia y tampoco en el 93% de los TP de los
Teratomas o Mixtos con dicho componente.

“ONLY SERTOLI CELLS” (SOLO CELULAS DE SERTOLI)

La presencia de Celulas Solo Sertoli es muy escasa en todos los TP de los
Grupos de Tumores.
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NEOPLASIA INTRATUBULAR DE CELULAS GERMINALES

En todos los Tumores y en los grupos establecidos la presencia de NICG
estd en al menos en un 90% pero no tiene en ningiin Grupo de TP de los TCG de
las Agrupaciones nivel significativo.
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4.4.RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO
POR MARCADOR EN LAS AGRUPACIONES DETCG Y TP

Vamos a analizar los resultados obtenidos por los diferentes marcadores
aplicados: BHCG, oFP, C-kit, Ki-67, C-erb-B2, EFGR, AEI/AE3 en las
Agrupaciones que hemos realizado y por los Grupos de Tumores utilizados dentro
de las mismas, tanto en ellos como en el Tejido Peritumoral.

4.4.1. RESULTADOS DE LOS MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS DE LAS AGRUPACIONES DE
TCG

PHCG

Los Seminomas Puros expresan BHCG en grado + en el 78%. Los
Tumores Mixtos No Seminomatomatosos y sin componente de Coriocarcinoma o
Puros de ninguno de estos dos componentes no lo hacen en un 54%. Los Tumores
Mixtos con componente Seminomatoso o de Coriocarcinoma o Puro de éste
ultimo expresan grado +++ en el 44%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 49. BHCG en Agrupacion 1

AGRUPA 1 PHCG
5 + ++ +++ Total
Grupo 1 4 14 0 0 18
Grupo 2 13 9 1 1 24
Grupo 3 2 3 0 4 9
Total 19 26 1 5 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la expresion
+ de BHCG en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1: Seminomas Puros y no
expresion - en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 2: Tumores Mixtos No
Seminomatoso y sin componente de Coriocarcinoma o Puros de ninguno de estos
dos componentes no lo haga y que la expresion +++ en la Agrupacion 1 estd
asociada al Grupo 3: Tumores Mixtos con componente Seminomatoso o de
Coriocarcinoma o con una p<0,001.
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Los Tumores Mixtos sin componente de Saco Vitelino y en Puros no
Seminoma ni Seno Endodérmico no se expresan en un 61%. Al realizar una
agrupacion por expresion o no expresion se objetiva que 73% de los Tumores
Mixtos con componente de Saco Vitelino lo presentan, tuvieran o no también
componente de Seminoma.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguientes
Tablas

Tabla 50. BHCG en Agrupacion 2.

AGRUPA 2 PHCG
- + ++ +++ Total
Grupo 1 4 14 0 0 18
Grupo 2 4 8 1 2 15
Grupo 3 11 4 0 3 18
Total 19 26 1 5 51

Tabla 51. BHCG agrupado en Agrupacion 2.

AGRUPA 2 PHCG
- Agrupa + Total
Grupo 1 4 14 18
Grupo 2 4 11 15
Grupo 3 11 7 18
Total 19 32 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion - de BHCG en la Agrupacion 2 esta asociada al Grupo 3: Tumores
Mixtos sin componente de Saco Vitelino y en Puros no Seminoma ni Seno
Endodérmico con una p<0,03.

aFP

Reagrupando los que expresan en un solo Grupo y los que no en otro y
estudiando los Grupos de las Agupaciones podemos confirmar que en todos los
Seminomas puros no se expresa este marcador. En la mitad de los Tumores
Mixtos sin Componente de Seminoma ni de Coriocarcinoma ni Puros de

cualquiera de ellos.
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Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 52. aFP agrupado en Agrupacion 1.

AGRUPA 1 aFP
- Agrupa + Total
Grupo 1 18 0 18
Grupo 2 12 12 24
Grupo 3 5 4 9
Total 35 16 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion - de aF'P en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1: Seminomas Puros
y la expresion agrupada + de aFP en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 2:
Tumores Mixtos No Seminomatomatosos y sin componente de Coriocarcinoma o
Puros con una p<0,002.

El 87% de los Tumores Mixtos con Componente de Seno Endodérmico o
Puros del Saco Vitelino expresan y un 40% con +++ con p<0,0001

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 53. aFP agrupado en Agrupacion 2.

AGRUPA 2 aFP
- Agrupa + Total
Grupo 1 18 0 18
Grupo 2 2 13 15
Grupo 3 15 3 18
Total 35 16 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la y la
expresion agrupada+ de aFP en la Agrupacion 2 (con marcador aFP agrupado)
estd asociado al Grupo 2: Tumores Mixtos con Componente de Seno Endodérmico
o Puros del Saco Vitelino con una p<0,0001.
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En el 95% de los Tumores mixtos con componente de Seminoma y
Seminomas puros y Displasia no se expresa, En el resto de tumores un 53% son
positivos

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 54. aFP agrupado en Agrupacion 3.

AGRUPA 3 aFP
- Agrupa + Total
Grupo 1 22 1 23
Grupo 2 13 15 28
Total 35 16 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion - de aF’P en la Agrupacion 3 estd asociada al Grupo 1: Tumores mixtos
con componente de Seminoma y Seminomas puros y que la expresion de la
agrupada + de aF'P en la Agrupacion 3 esta asociada al Grupo 2: Tumores No
Seminomatoso con una p<0,0001.

C-KIT

El 83% de los Tumores Mixtos sin componentes de Seminoma ni de
Coricocarcinoma ni los Puros de esos dos tipos no expresan C-kit. Los
Seminomas Puros expresan +++ el 39% y es significativo con p<0,0001.

Si agrupamos por expresion, lo que no y los que si, vemos que el 89% los
Seminomas expresan el marcador. Los Tumores Mixtos sin componente de
Seminoma ni de Coriocarcinoma ni los Puros de ellos son negativos en un 83%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 55. C-Kit agrupado en Agrupacion 1.

AGRUPA 1 C-kit
- Agrupa + Total
Grupo 1 2 16 18
Grupo 2 20 4 24
Grupo 3 3 6 9
Total 25 26 51
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Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de ¥ de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de C-Kit en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1: Seminomas y
que la expresion — de C-kit en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 2: Tumores
Mixtos sin componente de Seminoma ni de Coriocarcinoma ni los Puros de ellos
con una p<0,0001.

En los Tumores Mixtos con Componentes del Seno Endodérmico o Puros
del Saco Vitelino el C-kit no se expresa en el 80 %.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 56. C-Kit agrupado en Agrupacion 2

AGRUPA 2 C-kit
- Agrupa + Total
Grupo 1 2 16 18
Grupo 2 12 3 15
Grupo 3 11 7 18
Total 25 26 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion — de C-Kit en la Agrupacion 2 estd asociada al Grupo 2: Tumores
Mixtos con Componentes del Seno Endodérmico o Puros del Saco Vitelino con
una p<0,0001

Agrupando todos los Seminomas y los Tumores Mixtos con componente de
Seminoma y Displasia el marcador se expresan en el 91%. Los Tumores Mixtos no
Seminomatosos o Puros no Seminoma no lo hacen en el 82%.

190



Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 57. C-Kit agrupado en Agrupacion 3

AGRUPA 3 C-kit
- Agrupa + Total
Grupo 1 2 21 23
Grupo 2 23 5 28
Total 25 26 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de C-Kit en la Agrupacion 3 estd asociada al Grupo 1: Seminomas y
los Tumores Mixtos con componente de Seminoma y Displasia y que la no
expresion — de C-Kit en la Agrupacion 3 estd asociada al Grupo 2: Tumores
Mixtos no Seminomatosos o Puros no Seminoma con una p<0,0001.

El 70% de los Tumores Mixtos con Componente de Seminoma y/o
Carcinoma Embrionario y/o Saco Vitelino o Puro de estos dos ultimos no expresan

C-kit tanto agrupados por expresion exclusivamente o por grados de expresion.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 58. C-Kit agrupado en Agrupacion 4.

AGRUPA 4 C-kit
- Agrupa + Total
Grupo 1 2 16 18
Grupo 2 19 8 27
Grupo 3 4 2 6
Total 25 26 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion — de C-Kit en la Agrupacion 4 esta asociada al Grupo 2: Tumores
Mixtos con Componente de Seminoma y/o Carcinoma Embrionario y/o Saco
Vitelino o Puro de estos dos ultimos con una p<0,0001.

El 66% los Teratoma o Tumores Mixtos con componente Teratomatoso no
expresan C-kit pero no es significativo
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Ki-67
En los Seminoma Puros el 89 % presentan expresion de Ki-67.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 59. Ki-67 agrupado en Agrupacion 1

AGRUPA 1 Ki-67
- Agrupa + Total
Grupo 1 2 16 18
Grupo 2 0 24 24
Grupo 3 0 9 9
Total 2 49 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de Ki-67 en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1: Seminoma
Puros con una p<0,01

En los Tumores Seminomatosos Puros o Mixtos y Displasia expresan Ki-
67 en un 91 % y lo hacen en el 100% de los no Seminomatoso aunque no es
significativo en ninguno de los dos Grupos

C-erb-B2
Todos los Seminomas Puros menos uno no expresan C-erb-B2 lo que

constituye un 94%.
Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 60. C-erb-B2 agrupado en Agrupacion 1

AGRUPA 1 C-erb-B2
- Agrupa + Total
Grupo 1 17 1 18
Grupo 2 16 8 24
Grupo 3 5 4 9
Total 38 13 51
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Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion — de C-erb-B2 en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1: Seminoma
Puro con una p<0,04.

Los Tumores Mixtos con Componente de Seno Endodérmico o Puros de
Saco Vitelino presentan positividad en un 60%

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 61. C-erb-B2 agrupado en Agrupacion 2

AGRUPA 2 C-erb-B2
- Agrupa + Total
Grupo 1 17 1 18
Grupo 2 6 9 15
Grupo 3 15 3 18
Total 38 13 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de C-erb-B2 en la Agrupacién 2 esta asociada al Grupo 2: Tumores
Mixtos con Componente de Seno Endodérmico o Puros de Saco Vitelino con una
p<0,001.

Los Tumores Mixtos Seminomatoso o Seminonas Puros o Displasia no

expresan C-erb-B2 en un 91%. Los Tumores No seminomatosos lo hacen en un
39%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 62. C-erb-B2 agrupado en Agrupacion 3.

AGRUPA 3 C-erb-B2
- Agrupa + Total
Grupo 1 21 2 23
Grupo 2 17 11 28
Total 38 13 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
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expresion — de C-erb-B2 en la Agrupacion 3 estd asociada al Grupo 1: Tumores
Mixtos Seminomatoso o Seminonas Puros o Displasia y la expresion agrupada +
de C-erb-B2 en la Agrupacion 3 estd asociada al Grupo 2: Los Tumores No
seminomatosos con una p<0,01.

Los Tumores Mixtos con componentes de Seminoma y/o Carcinoma
Embrionario y/o Seno Endoermico o Puros de estos dos ultimos expresan en un
37%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 63. C-erb-B2 agrupado en Agrupacion 4

AGRUPA 4 C-erb-B2
- Agrupa + Total
Grupo 1 17 1 18
Grupo 2 17 10 27
Grupo 3 4 2 6
Total 38 13 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de C-erb-B2 en la Agrupacion 4 esta asociada al Grupo 2: Tumores
Mixtos con componentes de Seminoma y/o Carcinoma Embrionario y/o Seno
Endoermico o Puros con una p<0,05.

El 77% del los Tumores no Teratomatosos no expresan C-erb-B2 y el 66
% de los Teratomas tampoco pero no es significativo.
EFGR

En nuestra muestra los Seminomas no expresan un 94%. El 78% de los

Tumores Mixtos con componente de Seminoma y/o de Coriocarcinoma y éste
ultimo Puro expresan EFGR.
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Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 64. EFGR agrupado en Agrupacion 1

AGRUPA 1 EFGR
- Agrupa + Total
Grupo 1 17 1 18
Grupo 2 18 6 24
Grupo 3 2 7 9
Total 38 13 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion — de EFGR en la Agrupacion 1 estd asociado al Grupo 1: Seminomas no
expresan y que la expresion agrupada + en la Agrupacion 1 estd asociada en el
Grupo 3: Tumores Mixtos con componente de Seminoma y/o de Coriocarcinoma
con una p<0,0001.

El 44% de los Tumores Mixtos sin componente de Seno Endodérmico +
Puros no Seminoma ni Seno Endodermico lo expresan.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 65. EFGR agrupado en Agrupacion 2

AGRUPA 2 EFGR
- Agrupa + Total
Grupo 1 17 1 18
Grupo 2 10 5 15
Grupo 3 10 8 18
Total 37 14 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de ¥* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de EFGR en la Agrupacion 2 estd asociada al Grupo 3: Tumores
Mixtos sin componente de Seno Endodérmico + Puros no Seminoma ni Seno
Endodermico con una p<0,02.

En el 53% de los Teratomas Puros o Mixtos hay positividad a la EFGR.
Sin embargo el 83% de los No Teratomas no lo expresan
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Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 66. EFGR agrupado en Agrupacion 6.

AGRUPA 6 EFGR
- Agrupa + Total
Grupo 1 7 8 15
Grupo 2 30 6 36
Total 37 14 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y*> de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de EFGR en la Agrupacion 6 esta asociada al Grupo 1: Teratomas
Puros o Mixtos y que la no expresion — en la Agrupacion 6 esta asociada al Grupo
2: Tumores No Teratomas con una p<0,008.

AEI/AE3
En el 89% de los Seminomas Puros no se han expresado. En los Tumores
Mixtos con componente de Seminoma y/o Carcioma Embrionario y/o Saco

Vitelino y los Puros de estos dos ultimos se expresa en el 92%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 67. AE1/AE3 agrupado en Agrupacion 1

AGRUPA 1 AEI/AE3
- Agrupa + Total
Grupo 1 16 2 18
Grupo 2 2 22 24
Grupo 3 3 6 9
Total 21 30 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion — de la AEI/AE3 en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1:
Seminomas Puros y que la expresion agrupada + en la Agrupacion 1 estd asociada
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al Grupo 2: Tumores Mixtos con componente de Seminoma y/o Carcioma
Embrionario y/o Saco Vitelino y los Puros de estos dos tltimos con una p<0,0001.

En el 100% de los Tumores Mixtos con Componente del Seno Endodémico
o Saco Vitelino Puro se expresa.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 68. AE1/AE3 agrupado en Agrupacion 2

AGRUPA 2 AEI/AE3
- Agrupa + Total
Grupo 1 16 2 18
Grupo 2 0 15 15
Grupo 3 5 13 18
Total 21 30 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de AE1/AE3 en la Agrupacion 2 estd asociada al Grupo 2: Tumores
Mixtos con Componente del Seno Endodémico o Saco Vitelino Puro con una
p<0,0001.

Los Tumores Seminomatosos Puros o Mixtos con algiin componente de
Seminoma o Displasia no presentan positividad en un 83% a AE1/AE3. Los
Tumores No Seminomatosos expresan en el 93%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 69. AE1/AE3 agrupado en Agrupacion 3

AGRUPA 3 AEI/AE3
- Agrupa + Total
Grupo 1 19 4 23
Grupo 2 2 26 28
Total 21 30 51

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de > de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la no
expresion — de AEI/AE3 en la Agrupacion 3 esta asociada al Grupo 1: Tumores
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Seminomatosos Puros o Mixtos con algun componente de Seminoma o Displasia
y que la expresion agrupada + de AE1/AE3 no expresen y en el Grupo 2: Tumores
No Seminomatosos con una p<0,0001.

Los Tumores Mixtos con componente de Seminoma y/o Carcinoma
Embrionario y/o Seno Endodermico o Puros de estos dos tltimos lo expresan en

un 93%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 70. AE1/AE3 agrupado en Agrupacion 4

AGRUPA 4 AEI/AE3
- Agrupa + Total
Grupo 1 16 2 18
Grupo 2 2 25 27
Grupo 3 3 3 6
Total 21 30 51

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + en la Agrupacion 4 estd asociada al Grupo 2: Tumores Mixtos con
componente de Seminoma y/o Carcinoma Embrionario y/o Seno Endodermico o
Puros de estos dos ultimos con una p<0,0001.

Los Tumores con componente de Teratoma o Puros expresan en un 87%
AEI1/AE3. Un 53% de Los Tumores No Teratomas no expresan este marcador.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 71. AE1/AE3 agrupado en Agrupacion 6

AGRUPA 6 AEI/AE3
- Agrupa + Total
Grupo 1 2 13 15
Grupo 2 19 17 36
Total 21 30 51
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Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de AE1/AE3 en la Agrupacion 6 estd asociada al Grupo 1: Tumores
con componente de Teratoma o Puros y que no exprese — en la Agrupacién 6 estd
asociada al Grupo 2: Tumores No Teratomas con una p<0,009.
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4.4.2. RESULTADOS DE LOS MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS EN LAS AGRUPACIONES DEL TP
DE LOS TUMORES DE CELULAS GERMINALES

PHCG

El Tejido Peritumoral (TP) de los Seminomas no expresa BHCG en el 72%,
ni en el 86% del TP de los Tumores Mixtos sin componente de Seminoma ni de
Coriocarcinoma y Puros no Seminomas ni Coriocarcinomas pero no es
significativo.

En el TP de los Tumores Mixtos con componente de Coriocarcinoma y/o
componente Seminomatoso o Coriocarcinoma Puro SHCG se expresa en un 55%.

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 72. BHCG agrupado en TP de Agrupacion 1

AGRUPA 1 PHCG
- Agrupa + Total
Grupo 1 13 5 18
Grupo 2 19 3 22
Grupo 3 4 5 9
Total 36 13 49

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada + de BHCG en TP en la Agrupacién 1 estd asociada al Grupo 3: Tumores
Mixtos con componente de Coriocarcinoma y/o componente Seminomatoso o
Coriocarcinoma Puro con una p<0,05.

En el TP de los Tumores Mixtos con componente de Seno Endodermico o
Saco Vitelino puro el 79% no lo expresa sin tener significacion.

En nuestra muestra en el TP de los Tumores no Seminomatosos solo el
19% expresan BHCG y en el TP del conjunto de los Tumores Seminomatosos,

Puros o Mixtos el 35% sin llegar a ser significativo.

En el TP de los Tumores no Teratomas no se expresa en el 77%, mientras
que si aparece en el TP de los Teratomas en un 36%., pero no es significativo
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aFP

En ningin TP de los Seminomas Puros ni de los Tumores Mixtos con
componente Seminomatoso aparece positividad a aFP y solo el 9% de los Tumores
Mixtos sin Componentes de Seminoma, sin Coriocarcinoma y Puros no
Seminomas y no Coriocarcinomas.

En el TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodérmico o los del Saco
Vitelino la expresion es del 14%.

En el TP de los Tumores No seminomatososo solo un 12% expresan el
marcador aunque no tiene significacion. En el TP de los Tumores Mixtos con
Componente Seminomatoso y/o Carcinoma Embrionario y/o Seno Endodérmico o
puros de estos dos ultimos solo lo expresan el 8%.

En el 93% del TP de los Teratomas no se expresa y en el 5% de los No
Teratomatosos si.

En todos los casos, la expresion o no de aFP en el TP de los TCG no
alcanza significacion.

C-kit

En el 78% del TP de los Seminomas Puros se expresa C-kit. EI 89% del
TP de los Tumores Mixtos con Coriocarcinoma y/o componentes Seminomatoso o
Coriocarcinoma Puro expresa C-kit.

En el TP de los Tumores Mixtos de Seno Endodérmico o Puros del Saco
Vitelino lo expresa en un 71%.

En el TP de los Tumores No Seminomatosos se expresa C-kit en el 69% y
en el de los Tumores Seminomatosos, Mixtos o Puros, el 83%. En el 86% del TP
de los Teratomas Mixtos o Puros se expresa y en un 71% de los No Teratomas. En
todos los casos de nuestra muestra, la expresion o no del C-Kit en el TP de los
TCG no alcanza significacion.
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Ki-67

En el TP de los Seminomas Puros el 78% expresan Ki-67 y en el 100% de
lo Tumores Mixtos con Coriocarcinoma y/o con Seminoma o Coriocarcinoma
Puro.

Un 86% del TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodérmico o Puros del
Saco Vitelino y un 94% de los Tumores Mixtos sin Saco Vitelino o Puros No
Seminoma ni Saco Vitelino.

En el 83% del TP de los Tumores Mixtos o Puros con Seminoma el Ki 67
es positivo y en el 88 % de los no Seminomatosos.

En todos los TP de los Teratomas puros o Mixtos con Teratoma es positivo.
En el 80% del TP de los No Teratomas también se presenta. En todos los casos, la
expresion o no del Ki-67 en el TP de los TCG no alcanza significacion.

C-erb-B2

Solo en el 11% hay expresion en el TP de los Seminomas Puros a C-erb-
B2. En el 72% del TP de los Tumores Mixtos sin componente de Seminoma ni
Coriocarcinoma ni Puro de estos dos hay positividad a dicho marcador.

El 35% del TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodermico o Puros del
Saco Vitelino expresan y el 76% de los Tumores Mixtos sin componentes de Seno

Endodérmico ni Puros No Seminomatosos ni Saco Vitelino no lo hacen.

El 87% del TP de los Tumores Seminomatosos no presentan positividad y
solo el 31% de los No Semitomatosos si lo hacen.

La expresion en el TP de los Tumores con Teratoma o Puros es del 21%,
mientras en los No Teratomatosos es del 23%.

En todos los casos, la expresion o no del C-erb-B2 en el TP de los TCG no
alcanza significacion.
EFGR

En el 100% del TP de los Seminomas Puros no se expresa, ni tampoco en

ninguno del TP de los Tumores Mixtos sin Componentes de Seminoma ni de
Coriocarcinoma ni Puros de Seminoma ni coriocarcinoma.
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Solo se presenta en un solo caso del grupo de los Mixtos con
Coriocarcinoma y/o con Componente Seminomatoso o Coriocarcinoma puro. El
unico positivo es un Mixto Seminomatoso con componente Teratomatoso. En todo
caso sin significacion.

AEI/AE3
El1 50% del TP de los Seminomas Puros no expresa AE1/AE3,

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 73. AE1/AE3 agrupado en TP de Agrupacion 1

AGRUPA 1 AEI/AE3
- Agrupa + Total
Grupo 1 9 9 18
Grupo 2 5 17 22
Grupo 3 1 8 9
Total 15 34 49

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con analisis de residuos podemos decir que la expresion
agrupada de AEI/AE3 en TP en la Agrupacion 1 estd asociada al Grupo 1:
Seminomas con una p<0,05.

El 77% del TP de los Tumores Mixos sin Componentes de Seminoma ni
Coriocarcinoma y Puros no Seminoma y no Coriocarcinoma expresan y el 89% de
los Mixtos con Coriocarcinoma y/o componente Seminomatoso o Coriocarcinoma
Puro también sin significacion.

En el TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodermico o Puros del Saco
Vitelino se expresa el 86% sin nivel de significacion.

En el 81% del TP de los Tumores No Seminomatosos hay expresion, pero
no es signicativo.

En el 86% del TP de los Teratoma se expresa y en el 37% de los no
Teratomas no lo hacen sin ser significativo.
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4.4.3.RESULTADOS DE LA RELACION EN LA EXPRESION DE LOS
MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICO ENTCG Y TP

Buscando respuesta a uno de los Objetivos de este trabajo de Investigacion
se ha querido correlacionar el grado de expresion de los diferentes marcadores
inmunohistoquimicos utilizados en TCG y en el TP por lo que hemos realizado
Tablas de Contigencia entre el mismo marcador en Tumor y en Tejido
Peritumoral.

pPHCG

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 74. Relacion en la expresion de PHCG agrupado en TPy TCG

PHCG en PHCG en TP
CG - Agrupa + Total
- 17 2 19
Agrupa + 19 11 30
Total 36 13 49

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que en los TCG
que no expresan SHCG tampoco la expresan en el TP y a la inversa que en los
TCG que son positivos la expresion también la tienen en el TP con un nivel de
significacion p<0,04.

A destacar que en TCG con marcador negativo, hay 2 que en el TP si lo
expresan.
alFP

Se aprecia que en aquellos Tumores de Células Germinales donde la oFP es
negativo, 74% también lo es en el 72% en el tejido peritumoral. De los positivos

de los TCG, 14,un 29%, solo 4 tienen positivo el TP, pero no alcanza nivel de
significacion
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C-kit
Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 75. Relacion en la expresion de C-kit agrupado en TPy TCG

C-kit en C-kit en TP
CG - Agrupa + Total
- 10 13 23
Agrupa + 2 24 26
Total 12 37 49

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y> de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que en los TCG
que no expresan C-kit tampoco la expresan en el TP y a la inversa que en los TCG
que son positivos la expresion también la tienen en el TP con un nivel de
significacion p<0,004.

Ki-67
En los TCG el 96% fue positivo, mientras que en el TP era el 86%.

Solo 1 de los TCG negativos fue positivo en el TP, pero no alcanza la significacion
estadistica.

C-erb-B2
Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 76. Relacion en la expresion de C-erb-B2 agrupado en TPy TCG

C-erb-B2 en C-erb-B2 en TP
CG - Agrupa + Total
- 33 3 36
Agrupa + 5 8 13
Total 38 11 49

Mediante analisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y> de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que en los TCG
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que no expresan C-erb-B2 tampoco la expresan en el TP y a la inversa que en los
TCG que son positivos la expresion también la tienen en el TP con un nivel de
significacion p<0,0001 .

EFGR

En los TCG el 76% fue negativo, mientras que en el TP era el 98%. Solo
en uno de los TCG positivo también lo fue en el TP, pero no alcanza la
significacion estadistica.

AEI/AE3

Los resultados correspondientes a la muestra se refleja en la siguiente Tabla

Tabla 77. Relacion en la expresion de AE1/AE3 agrupado en TPy TCG

AEI/AE3 en AEI/AE3 en TP
TCG - Agrupa + Total
- 11 10 21
Agrupa + 4 24 28
Total 15 34 49

Mediante andlisis de esta Tabla de Contingencia con el Test de y* de
Pearson y complementado con andlisis de residuos podemos decir que en los TCG
que no expresan AEI/AE3 tampoco la expresan en el TP y a la inversa que en los
TCG que son positivos la expresion también la tienen en el TP con un nivel de
significacion p<0,004.
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VI. DISCUSION

208



209



1.VARIABLES CLINICAS

. En Espafia la incidencia de TCG se sitia entre 0,5 y 1,9 casos por cada
100.000 habitantes/afo. (16), si lo comparamos con nuestro trabajo esos datos son
similares, ya que en 15 afios de los recogidos en el Hospital General Universitario
de Murcia se obtuvieron 35 tumores (2,3 tumores/afo), aunque fueran validos para
el estudio 33; teniendo en cuenta la poblacion que atendia era similar a la
incidencia espafiola. En el Area del Hospital General Universitario “Morales
Meseguer” de Murcia en 8 afios se presentaron 18 tumores, lo que suponia 2,25
tumores/afio con cifras similares al pais en cuanto a la incidencia.

Las neoplasias de células germinales predominan en jovenes (35-45 afios),
con excepcion del seminoma espermatocitico La edad de aparicion esta por
encima de 16 afos en nuestro trabajo, con un pico maximo entre 24-28 afios. Hay
un solo tumor que aparece a los 50 afios. Es el tipo de cancer mas frecuente entre
los 15 y 34 afos y los picos de incidencia son similares a la literatura.(2).

En relacion con la lateralidad no establece una dominancia siendo en éste
estudio izquierdo el 54,9 % de los tumores estudiados. Respecto a la localizacion
dentro del testiculo mas de la mitad del total ocupaban todo el Testiculo. Hoy en
dia se podrian haber beneficiado con cirugia parcial un 11,8% porque habia 6
pacientes cuyo tumor estaba en polo inferior exclusivamente y ocupaban menos de
un 25% del total del testiculo cumpliendo asi los criterios establecidos para poder
indicar la posibilidad de una Orquiectomia Parcial o Cirugia Testicular
Conservadora (182)
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2.VARIABLES ANATOMATOPATOLOGICAS

El 86,3% eran organoconfinados pT1 limitado al testiculo y epididimo sin
invasion linfatico/vascular; En los Seminomas el tumor podria invadir la tinica
albuginea pero no la tinica vaginal, eso ocurre en menos del 10%. La literatura
describe sin embargo que los Carcinomas Embrionaros son hasta en un 66% de los
casos metastasicos al diagnotico.

A pesar de seguir siendo imprescindible el estudio histopatologico de los
TCG, tanto macroscopico de la pieza de extirpacion quirdrgica y su clasificacion
histologica, se ha hecho imprescindible actualmente la inmunopatologia, ya que
gracias a la utilizacion de técnicas de inmunohistoquimica nos permite conocer
caracteristicas antigénicas tumorales que defines clones y subclones de células
neoplasicas con distinto significado histogénico e incluso con distinto
comportamiento clinico y bioldgico y nos permite ayudar a diferenciar los distintos
tipos de TCG (9).

En nuestro trabajo de Investigacion encontramos diferencias entre el
diagnéstico inicial anatomopatolégico con uso exclusivo de técnicas
convencionales, hecho por diferentes patdlogos, y el mismo tras la utilizacion de
marcadores inmunohistoquimicos, y uno solo. Todas las muestras han sido visto
por un solo Patélogo. La diferencia afecta a pocos casos pero consigue
diagnosticar mas “fino”. Podemos también afirmar que la variabilidad observador
dependiente es relativamente baja.

La distribucion de los TCG ha sido de 27 Tumores de Células Germinales
Puros: 18 Seminomas (35,3%), 4 Carcinomas Embrionarios (7,8%), 3 (5,9%)
Tumores del Saco Vitelino o Seno Endodérmico y 2 (3,9%) Teratomas Inmaduros.
Entre 69 y 91% de los tumores de células germinales no seminomatosos son de
tipo mixto aunque en este trabajo tenemos 24 que supone un 47,1%. El Carcinoma
Embrionario es raro como neoplasia "pura" y supone el 2 % de los tumores de
células germinales segln las series, pero alcanza el 87 % como "componente" de
neoplasias testiculares no seminomatosas. Estd constituido por células epiteliales
primitivas con un patron solido, papilar o glandular. El Teratoma Maduro
constituye el 5-10 % de todas las neoplasias testiculares. El Coriocarcinoma
también es excepcional, menos del 0.3 % de todos los tumores testiculares, pero se
identifica como componente de un 16 % de los tumores mixtos de células
germinales

La Prevalencia de los TCG es muy baja por lo que para realizar la
Investigacion decidimos realizar, como comentamos en el capitulo de Resultados,
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Agrupaciones (tanto de los Tumores de Células Germinales como del Tejido
Periférico), basandonos en determinadas caracteristicas para conseguir potencia en
nuestros resultados y conseguir datos para la Discusion. .

Los Madrgenes Macroscépicos son en un 52,95 % bien delimitados
coincidiendo la distribucion de nuestra Serie sin poder establecer ninguna relacion
con el tipo de tumor con la expresada en la Literatura.

En nuestra muestra, 21 tumores (41,2%)  presentan Hemorragia
Intratumoral. La gran mayoria de los Seminomas no la presentan, un 72%. Los
Tumores del Seno endodérmico o Mixtos con componente del Saco Vitelino
presentan un 73% de hemorragia. Focos puntuales de hemorragia pueden reflejar
la presencia de trofoblasto. Si se observan areas hemorragicas o quisticas, debe
sospecharse un componente no seminomatoso.

En nuestra muestra el 66,7% del total de los tumores no infiltran
estructuras anexas ni la albuginea testicular. 7(13,7%) infiltran la albuginea, y solo
4 (7,8%) infiltran la albuginea y el epididimo y solo otros 4 (7,8%) afectan al
cordon testicular.

La Necrosis Macroscdpica en nuestra muestra, aparece en el 70,6% (36
tumores). Los Seminomas y los Tumores Mixtos con componente de Seminoma
no presentan Necrosis macroscopicamente en un 73% y los No Seminomatosos si
enun 66%,

En los Seminomas se aprecia Necrosis Microscopica Focal en un 38%. En
los Tumores no Seminomatosos y sin coriocarcinoma hay Necrosis Microscopica
Extensa en el 79%. Los Tumores Mixtos con Componente del Saco Vitelino o
Puros del mismo presenta una Necrosis microscopica en el 93% siendo el 86%
Extensa. Los Tumores No Seminomatosos presenta Necrosis Extensa en un 82%.

En el 76,5% (39 tumores) presentan Mitosis superiores a >10x10 c.ga. Los
Tumores con alto indice de proliferacion como son los Seminomas y los
Carcinoma Embrionario y Seno Endodermico presentan Necrosis. Los Tumores
Mixtos con Seminoma y/o con Carcinoma Embrionario y/o con Seno
Endodermico o Puros de estos dos tltimos tienen Necrosis Extensa en el 85%.

La Apoptosis esta presente en el 100% de los Tumores Seminoma Puros y
Mixtos con dicho componente y en el 100% de los Tumores mixtos con
Componente del seno Endodérmico o Saco Vitelino puro en nuestra muestra. El
27% de los Tumores Mixtos sin Componente de Seno Endodermico o
Seminomatosos o Puros No Seminomatosos ni Seno Endodermico la tienen.

212



Los Seminomas no presentan Cuerpos Embrioides en el 100%. En los
Tumores No Seminomatosos los hay en 32%. En los Tumores con componente
del Seno Endodérmico o Tumores del Saco Vitelino la presencia de Cuerpos
Embrioides es del 53%. (Imagen 23)
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Imagen 23. Cuerpos Embrioides

En ningin Seminoma Puro aparecen Cuerpos de Schiller. Aparecen en un
87 % los Tumores Mixtos del Seno Endodérmicos o Puros del Saco Vitelino. Los
Tumores mixtos con componente de Teratoma o Teratomas Puros los presentan en
nuestra muestra en el 60% y los que no los son estan ausentes en un 69%.

En todos los Grupos de Tumores hay mayor Fibrosis. En los Seminomas
puros un 88%, en los Tumores Mixtos con componente de Seno Endodermico o
Saco Vitelino un 93 %. En los Teratomas Puros o Mixtos con componente de
Teratoma alcanzan un 80%, sin alcanzar significacion estadistica.

El Grado en todos los Grupos de Tumores es mayor el de alto grado. Un
72% de los Seminomas Puros y un 80% de los que tienen Seno Endodermico en su
composicion o los son Puros de éste ultimo. Los Tumores con Teratoma o Mixtos
con componente del mismo la presenta en un 67%. Los Tumores Mixtos con
componentes de Seminoma y/o Carcinoma Embrionario y/o Saco Vitelino o Puros
de estos dos ultimos presentan alto grado en un 88%.

Existe la teoria de que la Atrofia testicular puede ser el paso comun, al que

conducen los distintos factores etioldogicos implicados en este tipo de tumor. La
atrofia testicular reduciria la inhibicion feedback que normalmente produce el
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testiculo sobre el hipotdlamo, debido a la falta de produccion de inhibina,
originando un incremento de la liberaciéon de gonadotropinas a nivel hipotaldmico
e hipofisario, particularmente la FSH. Esta hormona acelera la proliferacion
celular de las espermatogonias residuales y, por tanto, incrementa el riesgo de
pérdida cromosdmica a partir de células tetraploidicas inestables de una NICG. En
nuestra serie la presentan un 35% del TP de los Tumores Seminomas Puros o
Mixtos con componente de Seminoma sin embargo en el 96% del TP de los
Tumores No Seminomatoso no la hay. Tampoco en el 86% del TP de los Tumores
Mixtos con componente de Seno Endodérmico o Puro de €l y en el 93% de los TP
de los Teratomas o Mixtos con dicho componente, por lo que nuestros resultados
no apoyan inicialmente esa teoria.

En todos los TP de los TCGs y en los grupos establecidos es nuestra serie
la presencia de NICG esta en al menos en un 90%. Eso apoya la teoria de la
histogénesis comun. Con un menor tiempo para reparar la lesion del DNA causado
por mutigenos ambientales, las gonadotropinas promueven, que estaban mas
elevadas en la Atrofia entre otras causas, la evolucion clonal de estas células y la
trasformacién de una NICG en un carcinoma testicular invasivo. Este hecho suele
suceder en el 50-70% de los casos a los 5 afios. La pérdida inicial de cromosomas
(material genético) convertiria una NICG inestable (tetraploide, 4,2,N) en un
seminoma invasivo (3,6,N) y las pérdidas sucesivas en un tumor no seminomatoso
(2,8,N). De la célula germinal se desarrollaria la NICG, de ésta el seminoma,
después tipos combinados. (Imagen 24)

Imagen 24. NICG

Ulbright presenta la patogénesis de los tumores a partir de NICG que es el
de mayor aceptacion (23,24)
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Los TCG son pluripotenciales mostrando una diferenciacion a tejidos
embrionarios y extraembrionarios (25). Histologicamente, y de manera sencilla se
clasifican en seminomas y tumores no seminomatosos, derivando ambos de un
estadio preinvasivo llamado neoplasia intratubular de células germinales (26). Este
término se refiere a la lesion iniciamente descrita por Skakkebaek (27) como
“carcinoma in situ” o formas “diferenciadas” de neoplasia intratubular de células
germinales (NICG) y sirve como paradigma para el concepto de progresion desde
neoplasia incipiente o preinvasiva.

Es claro que la NICG es la lesion precursora de todos los tipos de TCG, al
menos aquellos derivados de las gonadas en la época postpuberal. Fueron un grupo
de patdlogos entre los que se encontraban los Dres. Scully, Juan Rosai, FKK
Mostofi y Robert Lurman los que establecieron que la nomenclatura correcta era
en ese tipo de lesion la de Neoplasia Intratubular de Células Germinales (NICG)
inclasificado porque no procedia de diferenciacion epitelial y estaba asociada a
todos los tipos de TCG con la excepcion de  seminoma
espermatocitico(23,26,27,28,50,51).

Pacientes con NICG desarrollan tumores de células germinales en un 50 %
de casos en 5 anos y se identifica NICG en pacientes con alto riesgo de tumores de
células germinales (criptorquidia, etc). (Imagen 25)

Imagen 25. NICG con componente inflamatorio
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Recientes avances en la comprension de la patologia molecular ha
permitido identificar nuevos marcadores que no son objeto de este trabajo de
Investigacién por ser posteriores al disefio del mismo: OCT3/4 y NANOG que
tiene alta sensibilidad y especificidad para identificar NICG, asi como Seminomas
y Carcinoma Embrionario (183).
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3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

pPHCG

El anticuerpo marca a las células que contienen gonadotropina coridnica
humana (67) y puede utilizarse para demostrar la presencia de elementos
trofoblasticos, como en los tumores de células germinales (68). (Imagen 26)

Imagen 26. PHCG en Sincitio y Trofoblasto

La HCG es una glicoproteina de 40 kDa compuesta de dos subunidades: a
y B. La subunidad a es comtn a la HCG, LH, hormona foliculoestimulante (FSH)
y hormona estimulante del tiroides (TSH), mientras que la subunidad P es
exclusiva de la HCG, aunque su secuencia de aminoacidos es parcialmente
idéntica a la de la subunidad B de la LH (69,70). La p HCG es el marcador mas
importante de las células trofoblasticas gestacionales, estando presente en las
células sincitiotrofoblasticas y células del trofoblasto intermedio, y ausente en los
citotrofoblasto.

En los TCG se expresaba en el 62,7%, es decir en 32 tumores. En el TP
resultaron sin expresion 36 casos (73,5%)

Los Seminomas Puros expresan BHCG en grado + en el 78%. (Imagen
27)
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Imagen 27 . PHCG en Seminoma

Los Tumores Mixtos No Seminomatomatosos y sin componente de
Coriocarcinoma o Puros de ninguno de estos dos componentes no lo hacen en un
54%. Los Tumores Mixtos con componente Seminomatoso o de Coriocarcinoma
o Puro de éste ultimo expresan grado +++ en el 44%, como se observa en la
imagen 26.

Los Tumores Mixtos sin componente de Saco Vitelino y en Puros no
Seminoma ni Seno Endodérmico no se expresan en un 61%. El 73% de los
Tumores Mixtos con componente de Saco Vitelino lo presentan, tuvieran o no
también componente de Seminoma.

Hay estudios utilizando el anticuerpo en 189 muestras de orquiectomia con
tumores de células germinales (95 seminomas puros y 94 no seminomas),
demostrandose la presencia de PHCG en todos los componentes de
coriocarcinoma, en los sincitiotrofoblastos y en las células de tipo
sincitiotrofoblasto en el 8% de los seminomas y en el 30% de los no seminomas
(68). (Imagen 28)
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Imagen 28. PHCG en sincitio en Seminoma

El Tejido Peritumoral (TP) de los Seminomas no expresa BHCG en el 72%,
ni en el 86% del TP de los Tumores Mixtos sin componente de Seminoma ni de
Coriocarcinoma y Puros no Seminomas ni Coriocarcinomas. En el TP de los
Tumores Mixtos con componente de Coriocarcinoma y/o componente
Seminomatoso o Coriocarcinoma Puro fHCG se expresa en un 55%. En el TP de
los Tumores Mixtos con componente de Seno Endodermico o Saco Vitelino puro
el 79% tampoco lo expresa.

En nuestra muestra en el TP de los Tumores no Seminomatosos solo el
19% expresan BHCG y en el TP del conjunto de los Tumores Seminomatosos,
Puros o Mixtos el 35%. En el TP de los Tumores no Teratomas no se expresa en el
77%, mientras que si aparece en el TP de los Teratomas en un 36%..

En unos pocos casos, los NICG presentes en los tubulos seminiferos
adyacentes a los tumores dieron positivo a la BHCG(68). En nuestro estudio de
Investigacion ademas de lo anteriormente referidos hay que destacar que en TCG
con marcador negativo, hay 2 que en el TP si lo expresan.

aFP

La aFP es una glicoproteina de 70 kDa que contiene 590 aminoacidos. Las
células del saco vitelino embrionario, el higado fetal y el tracto intestinal fetal
sintetizan esta glicoproteina (77,78). Es un marcador muy util para la deteccion de
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numerosos defectos de desarrollo y diversas patologias (79). Se ha demostrado la
expresion en aproximadamente un 44% de los carcinomas hepatocelulares, asi
como en tumores de células germinales gonadales y extragonadales, incluidos
tumores del saco vitelino. La oFP no se ha detectado en tejido adulto normal
utilizando inmunotincion (77).

En los TCG era negativo en el 68,6%, lo que suponian 35 tumores y en el
TP fueron negativos 46 (93,9%).

En todos los Seminomas puros no se expresa este marcador. En la mitad de
los Tumores Mixtos sin Componente de Seminoma ni de Coriocarcinoma ni Puros
de cualquiera de ellos. En el 95% de los Tumores mixtos con componente de
Seminoma y Seminomas puros y Displasia no se expresa, En el resto de tumores
un 53% son positivos.

El 87% de los Tumores Mixtos con Componente de Seno Endodérmico o
Puros del Saco Vitelino expresan y un 40% con +++. Es la neoplasia testicular
mas frecuente en nifios, seguida del teratoma. (Imagen 29)

&

Imagen 29. aFP en Seno Endodermico

Los resultados positivos pueden contribuir a la identificacion de tumores
del Saco Vitelino y TCG mixtos. Se estudiaron con el anticuerpo 189 muestras de
orquiectomia con tumores de células germinales (95 seminomas puros y 94 no
seminomas). Todos los seminomas fueron aFP negativos, mientras que en un 66%
de los no seminomas la oFP si tifi6 positivamente. Un 21% de los carcinomas
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embrionarios puros, un 25% de los componentes de los carcinomas embrionarios
en tumores mixtos, todos los componentes de los tumores del saco vitelino, un
20% de los teratomas puros y un 27% de los componentes de los teratomas fueron
aFP positivos (68).

En nuestra serie ningun TP de los Seminomas Puros ni de los Tumores
Mixtos con componente Seminomatoso aparece positividad a aFP y solo el 9% de
los Tumores Mixtos sin Componentes de Seminoma, sin Coriocarcinoma y Puros
no Seminomas y no Coriocarcinomas.

Sé6lo En el TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodérmico o los del Saco
Vitelino la expresion es del 14%.

En el TP de los Tumores No seminomatososo solo un 12% expresan el
marcador. En el TP de los Tumores Mixtos con Componente Seminomatoso y/o
Carcinoma Embrionario y/o Seno Endodérmico o puros de estos dos ltimos solo
lo expresan el 8%. En el 93% del TP de los Teratomas no se expresa y en el 5%
de los No Teratomatosos si.

En la literatura ninguno de los casos tifi¢ la aFP tifid positivamente en los
carcinomas localizados presentes en los tibulos seminiferos adyacentes a los
tumores (73). En nuestro estudio de Investigacion si que aparece y ayuda a valorar
la decision en el caso que se decidiera a realizar o no una cirugia conservadora.

Se aprecia que en aquellos Tumores de Células Germinales donde la oFP es
negativo, 74% también lo es en el 72% en el tejido peritumoral. De los positivos
de los TCG, 14, un 29%, solo 4 tienen positivo el TP.

C-kit

El anticuerpo policlonal de conejo contra el CD117 humano, C-kit marca al
receptor de la tirosinquinasa transmembranal CD117/c-kit, localizado en las
cé¢lulas madre hematopoyéticas, melanocitos, mastocitos, células de Cajal, células
germinales, células basales de la piel y el epitelio de los conductos
mamarios.(83,87)

Se ha demostrado que la via del receptor c-kit de la tirosinquinasa es
importante para el crecimiento tumoral y la progresion de varios canceres (86) y
mutaciones en el gen c-kit que conduce a la fosforilacion independiente del
ligando (activacion) del gen c-kit de la tirosinquinasa, y se cree que tiene un papel
patogenético central en muchos los tumores. (89)
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En los TCG no se expresaba en 49%. En el TP se expreso en alguno de sus
tres grados en el 75,5%, es decir en 37 casos.

El 83% de los Tumores Mixtos sin componentes de Seminoma ni de
Coricocarcinoma ni los Puros de esos dos tipos no expresan C-kit. Los
Seminomas Puros expresan +++ el 39%. En 20 % de los Seminomas se identifican
grandes células trofoblasticas (diferenciar del Coriocarcinoma por la pérdida de la
proliferacién nodular de las células trofoblasticas y la ausencia de citotrofoblasto).

El 89% los Seminomas expresan el marcador. (Imagen 30)

Imagen 30. C-Kit en Seminoma

El anticuerpo marcdé 50 de 56 seminomas en diferentes estudios (83)
confirmando nuestros hallazgos. Los Tumores Mixtos sin componente de
Seminoma ni de Coriocarcinoma ni los Puros de ellos son negativos en un 83%.

En los Tumores Mixtos con Componentes del Seno Endodérmico o Puros
del Saco Vitelino el C-kit no se expresa en el 80 %. No se observo marcado en 17
tumores de células germinales, con excepcion de seminomas segun la literatura
(90,91,92)

Los Seminomas y los Tumores Mixtos con componente de Seminoma y
Displasia el marcador se expresan en el 91%. Los Tumores Mixtos no
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Seminomatosos o Puros no Seminoma no lo hace en el 82%. Podemos considerar
que realizar el C-kit es muy importante para confirmar Seminoma.

El 70% de los Tumores Mixtos sin Componente de Seminoma y/o
Carcinoma Embrionario y/o Saco Vitelino o Puro de estos dos tltimos no expresan
C-kit tanto agrupados por expresion exclusivamente o por grados de expresion.
Hay que tener en cuenta que el Carcinoma Embrionario puede ser positivo para C-
kit, para confirmarlo y sobre todo en las metéstasis hay recordar que la aFP es
positiva en 0-33 % y AEI1/AE3 positiva en 95-100 % de casos.

El 66% los Teratoma o Tumores Mixtos con componente Teratomatoso no
expresan C-kit pero no es significativo

En el 78% del TP de los Seminomas Puros se expresa C-kit. EI 89% del
TP de los Tumores Mixtos con Coriocarcinoma y/o componentes Seminomatoso o
Coriocarcinoma Puro expresa C-kit.

En el TP de los Tumores Mixtos de Seno Endodérmico o Puros del Saco
Vitelino lo expresa en un 71%.

En el TP de los Tumores No Seminomatosos se expresa C-kit en el 69% y
en el de los Tumores Seminomatosos, Mixtos o Puros, el 83%. En el 86% del TP
de los Teratomas Mixtos o Puros se expresa y en un 71% de los No Teratomas.

En los TCG que no expresan C-kit tampoco la expresan en el TP y a la
inversa que en los TCG que son positivos la expresion también la tienen en el TP

Ki-67

El anticuerpo MIB-1 monoclonal reacciona con el antigeno nuclear Ki-67
(doble banda de 345 y 395 kD en el procedimiento de inmunoblotting de la
proteina extraida de las células proliferativas) asociado a la proliferacion celular,
presente en todo el ciclo celular (fases G1, S, G2 y M) y ausente en las células en
reposo (fase GO0). (94) El anticuerpo reconoce el antigeno Ki-67 nativo y los
fragmentos recombinantes de la molécula Ki-67. (95)

En los TCG se expresaba en todos excepto en 2 en diferente porcentaje, lo
que significaba que el 96,1% lo tenian positivo. En el TP El Ki-67 obtuvo
positividad en 85,7 % del total de los estudiados, es decir 42 especimenes,

En los Seminoma Puros el 89 % presentan expresion de Ki-67.
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En los Tumores Seminomatosos Puros o Mixtos y Displasia expresan Ki-
67 en un 91 % y lo hacen en el 100% de los no Seminomatoso aunque no es
significativo en ninguno de los dos Grupos

En el TP de los Seminomas Puros el 78% expresan Ki-67 y en el 100% de
lo Tumores Mixtos con Coriocarcinoma y/o con Seminoma o Coriocarcinoma
Puro. El indice mitotico de los Coriocarcinoma es alto en los elementos de
citotrofoblasto, pero no se observan mitosis en los elementos de sincitiotrofoblasto

Un 86% del TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodérmico o Puros del
Saco Vitelino y un 94% de los Tumores Mixtos sin Saco Vitelino o Puros No
Seminoma ni Saco Vitelino.

En el 83% del TP de los Tumores Mixtos o Puros con Seminoma el Ki-67
es positivo y en el 88 % de los no Seminomatosos.

En todos los TP de los Teratomas puros o Mixtos con Teratoma es positivo.
En el 80% del TP de los No Teratomas también se presenta. En todos los casos, la
expresion o no del Ki-67 en el TP de los TCG no alcanza significacion.

En los TCG el 96% fue positivo, mientras que en el TP era el 86%. Solo 1
de los TCG negativos fue positivo en el TP

La medicion de la capacidad proliferativa de un tumor se pueden realizar
con técnicas de inmunohistoquimica tales como el MIB-1 (Ki67) y el antigeno
nuclear de proliferacion celular (PCNA). La expresion de ambos ha mostrado su
importancia como factor prondstico en los TCG. En un estudio de Fernandez et al
(36) se analizo la expresion de PCNA y hallazgos histoldgicos como la invasion
vascular y presencia de carcinoma embrionario en tumores de células germinales
testiculares no seminomatosos en los estadios I y II. Siguiendo un algoritmo
basado en criterios histoldgicos (volumen de carcinoma embrionario), radiologicos
(tamafio de ganglios linfaticos en las zonas de drenaje), e inmunohistologicos
(porcentaje de células que expresan MIB-1), se establecen grupos de alto y bajo
riesgo dentro del Estadio I para presentar metastasis ocultas.

C-erb-B2
El gen humano HER?2 (también conocido como ERBB2 o NEU) codifica
una proteina a menudo llamada proteina HER2 o p185 HER?2. La proteina HER2

es una tirosinquinasa del receptor de membrana homologa con el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR o HERI1) (103-110). La proteina HER2
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es un componente normal expresado por una variedad de tipos de células
epiteliales (110)

La sobreexpresion de la proteina HER2 en la superficie de las células con
cancer sugeria que podria tratarse de un objetivo de una terapia con anticuerpos.
Herceptin™ (trastuzumab) es un anticuerpo monoclonal humanizado (112) que se
liga con gran afinidad a la proteina HER2 y que ha demostrado ser un inhibidor de
la proliferacion de células tumorales humanas que sobreexpresan la proteina HER2
in vitro e in vivo (113-115).

En los TCG no se expresaba en el 74,5%,38 tumores. En el TP en 38 de 49
77,6%) no se expresa
( p

Todos los Seminomas Puros menos uno no expresan C-erb-B2 lo que
constituye un 94%. Los Tumores Mixtos con Componente de Seno Endodérmico o
Puros de Saco Vitelino presentan positividad en un 60%

Los Tumores Mixtos Seminomatoso o Seminonas Puros o Displasia no
expresan C-erb-B2 en un 91%. Los Tumores No seminomatosos lo hacen en un
39%.

Los Tumores Mixtos con componentes de Seminoma y/o Carcinoma
Embrionario y/o Seno Endoermico o Puros de estos dos ultimos expresan en un
37%.

El 77% del los Tumores no Teratomatosos no expresan C-erb-B2 y el 66
% de los Teratomas tampoco pero no es significativo.

Solo en el 11% hay expresion en el TP de los Seminomas Puros a C-erb-
B2. En el 72% del TP de los Tumores Mixtos sin componente de Seminoma ni
Coriocarcinoma ni Puro de estos dos hay positividad a dicho marcador.

El 35% del TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodermico o Puros del
Saco Vitelino expresan y el 76% de los Tumores Mixtos sin componentes de Seno

Endodérmico ni Puros No Seminomatosos ni Saco Vitelino no lo hacen.

El 87% del TP de los Tumores Seminomatosos no presentan positividad y
solo el 31% de los No Semitomatosos si lo hacen.

La expresion en el TP de los Tumores con Teratoma o Puros es del 21%,
mientras en los No Teratomatosos es del 23%.
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Solo en el 11% hay expresion en el TP de los Seminomas Puros a C-erb-
B2. En el 72% del TP de los Tumores Mixtos sin componente de Seminoma ni
Coriocarcinoma ni Puro de estos dos hay positividad a dicho marcador.

E1 35% del TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodermico o Puros del
Saco Vitelino expresan y el 76% de los Tumores Mixtos sin componentes de Seno
Endodérmico ni Puros No Seminomatosos ni Saco Vitelino no lo hacen.

El 87% del TP de los Tumores Seminomatosos no presentan positividad y
solo el 31% de los No Semitomatosos si lo hacen.

La expresion en el TP de los Tumores con Teratoma o Puros es del 21%,
mientras en los No Teratomatosos es del 23%.

En los TCG que no expresan C-erb-B2 tampoco la expresan en el TP y a la
inversa que en los TCG que son positivos la expresion también la tienen en el TP

EFGR

Identifica la expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) en tejidos fijados de la forma habitual para su evaluacion histoldgica.
EGFR detecta especificamente la proteina EGFR (HER1) en células que expresan
el EGFR.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico es un receptor
transmembrana de 170 kD codificado por el gen HERI humano. La proteina
EGFR contiene un dominio extracelular de unién al ligando, una region
transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosinquinasa intrinseca.
La proteina EGFR es homdloga a otros miembros de la familia erbB/receptor EGF
entre los que se incluyen el HER2/erbB2 o neu, HER3/erbB3 y HER4/erbB4
(133,134).

En los TCG era negativo en el 72,5%. En el TP so6lo uno de las muestras de
tejido peritumoral expreso

En nuestra muestra los Seminomas no expresan un 94%. El 78% de los
Tumores Mixtos con componente de Seminoma y/o de Coriocarcinoma y éste

ultimo Puro expresan EFGR.

El 44% de los Tumores Mixtos sin componente de Seno Endodérmico +
Puros no Seminoma ni Seno Endodermico lo expresan.
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En el 53% de los Teratomas Puros o Mixtos hay positividad a la EFGR.
Sin embargo el 83% de los No Teratomas no lo expresan

En el 100% del TP de los Seminomas Puros no se expresa, ni tampoco en
ninguno del TP de los Tumores Mixtos sin Componentes de Seminoma ni de
Coriocarcinoma ni Puros de Seminoma ni coriocarcinoma.

Solo se presenta en un solo caso del grupo de los Mixtos con
Coriocarcinoma y/o con Componente Seminomatoso o Coriocarcinoma puro. El
unico positivo es un Mixto Seminomatoso con componente Teratomatoso.

En los TCG el 76% fue negativo, mientras que en el TP era el 98%. Solo
en uno de los TCG positivo también lo fue en el TP.

La mayoria de los tejidos analizados de otras estructuras dieron una tincion
positiva de fibroblastos en tejido del estroma (1+, fibroso) asi como los
fibroblastos perineurales y las células mioepiteliales. Ocasionalmente, se observo
la tincidon de eosinodfilos inducida por la peroxidasa enddgena, en los estudios de
TCG la expresion es mayoritariamente negativa (142).

AEI/AE3

El AE1/AE3 es una mezcla de dos anticuerpos monoclonales que se
obtuvieron mediante la inmunizacién de ratones con queratinas de callos humanos
(159). Se ha demostrado que el AEI1/AE3 identifica a la mayoria de las
citoqueratinas y, por lo tanto, se lo puede utilizar como un instrumento para la
identificacion positiva por IHQ de las células originadas en epitelios simples y
estratificados (158,159,161).

El anticuerpo AEl reacciona inmunoldgicamente con un determinante
antigénico que se encuentra presente en la mayoria de las citoqueratinas de la
subfamilia A, que incluyen a las citoqueratinas con designaciéon 10, 13, 14, 15, 16
y 19 de Moll4 (PM 56,5, 54', 50, 50', 48 y 40 kD, respectivamente) pero no con los
numeros 12, 17 y 18 (55, 47 y 45 kD). (161) El anticuerpo AE3 reacciona con un
determinante antigénico compartido por las citoqueratinas de la subfamilia B que
incluyen los nimeros 1y 2, 3,4, 5,6, 7y 8 (PM de 65, 67, 64, 59, 58, 56, 54 y 52
kD, respectivamente) (162).

Los resultados positivos ayudan a la clasificacion de los tejidos normales y

neoplasicos como de origen epitelial (158-160) y sirven como complemento de la
histopatologia convencional.
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En los TCG expresaba positividad en algun grado en el 58,8%, esto es en
30 tumores. En el TP el 69,4% (34 casos) expresa de uno u otro grado, lo que
supone que en 15 casos (30,6%) no lo hace.

En el 89% de los Seminomas Puros no se han expresado. (Imagen 31)
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Imagen 31. AE1/AE3 en Seminoma

En los Tumores Mixtos con componente de Seminoma y/o Carcioma
Embrionario y/o Saco Vitelino y los Puros de estos dos ultimos se expresa en el
92%.

En el 100% de los Tumores Mixtos con Componente del Seno Endodémico
o Saco Vitelino Puro se expresa. En los Seminomas hay que hacer diagnostico
diferencial con el patron so6lido del tumor del saco vitelino en el que habitualmente
se observa la presencia de los otros patrones de este tumor en areas proximas. En
el caso del Seminoma con edema, Ademas las CTK AE1/AE3 son habitualmente
positivas asi como aFP. Los globulos hialinos y el material intercelular como
membrana basal, son frecuentes en el tumor del saco vitelino, como rasgos
especificos y diferenciadores.

Los Tumores Seminomatosos Puros o Mixtos con algiin componente de

Seminoma o Displasia no presentan positividad en un 83% a AE1/AE3. Los
Tumores No Seminomatosos expresan en el 93%.
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Los Tumores Mixtos con componente de Seminoma y/o Carcinoma
Embrionario y/o Seno Endodermico o Puros de estos dos tltimos lo expresan en
un 93%. (Imagen 32)

Imagen 32. AE1/AE en Carcinoma Embrionario

Las citoqueratinas como la AEI/AE3 pueden ser ttiles en el diagndstico
diferencial entre el Seminoma y el patron solido del Carcinoma Embrionario. Este
ultimo tiene bordes citoplasmaticos mal definidos, solapamiento, irregularidad y
pleomorfismo nuclear, que no se observan en el Seminoma bien fijado. Ademas,
no tiene las trabéculas fibrosas del Seminoma.

Los Tumores con componente de Teratoma o Puros expresan en un 87%
AEI1/AE3. Un 53% de Los Tumores No Teratomas no expresan este marcador.

El 50% del TP de los Seminomas Puros no expresa AE1/AE3,

El 77% del TP de los Tumores Mixos sin Componentes de Seminoma ni
Coriocarcinoma y Puros no Seminoma y no Coriocarcinoma expresan y el 89% de
los Mixtos con Coriocarcinoma y/o componente Seminomatoso o Coriocarcinoma
Puro también .

En el TP de los Tumores Mixtos del Seno Endodermico o Puros del Saco

Vitelino se expresa el 86%. En el 81% del TP de los Tumores No Seminomatosos
hay expresion.
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En el 86% del TP de los Teratoma se expresa y en el 37% de los no
Teratomas no lo hacen .En los TCG que no expresan AE1/AE3 tampoco la
expresan en el TP y a la inversa que en los TCG que son positivos

Los TCG han sido los tumores uroldgicos menos estudiados desde el punto
de vista de la patologia molecular e inmunohistoquimica, tal vez por su baja
incidencia y por el gran impacto que ha representado la poliquimioterapia en los
protocolos terapéuticos actuales, con cifras de curacion cercanas al 95%.

Existen sin embargo, ciertos elementos que hacen sospechar la importancia de
las bases moleculares y genéticas en la etiologia de estos tumores (8,29), entre
ellos encontramos:

e Diferencias raciales en su incidencia, siendo mas frecuente en paises del
norte de Europa.

e La aparicion de casos bilaterales y familiares.

e Elevada incidencia en individuos con malformaciones genitales (disgenesia
gonadal).

e El probable origen del tumor a partir de una célula totipotencial.

e La convivencia de diferentes tipos celulares en un mismo tumor.

e La existencia de una pequeia proporcion de pacientes que muestran una
resistencia a la quimioterapia.

Todo esto implica que el estudio de la patologia molecular de los tumores de
células germinales es importante, para caracterizar la patogenia de los diversos
tumores y alcanzar una mayor comprension en su desarrollo y diagndstico precoz.

Actualmente hay nuevos marcadores que junto con los utilizados en nuestra
Investigacién ayuda a diferenciar tipos y subgrupos de tumor y valorar posible
respuesta a diferentes tratamientos. Destacamos OCT3/4, SALL4, SOX2, SAX 17
(184,185). Otros como HMGA1, HMGA2, PATZ1, GPR30, Aurora B, receptor 3
estrogénico abren via para podere disciminar las lesiones (186)
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VII.CONCLUSIONES
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El estudio macroscopico muestra una mayoria de tumores
organoconfinados con margenes expansivos y focos de necrosis. En el
estudio microscopico destaca la mayor frecuencia de crecimiento sélido
y/o en cordones con un alto indice de proliferacion y alto grado citolégico
asociado a focos de necrosis y apoptosis (mas frecuente en tumores con
componentes de Saco Vitelino).

En los TCG el estudio inmunohistoquimico demuestra que los Tumores
Seminomatosos presentan una elevada positividad, mayor del 75% a
BHCG, C-Kit y C-erb-B2, mientras que el resto de los tumores muestran
una elevada positividad a EFGR y Citoqueratinas de bajo peso molecular
(AE1/AE3) en el Saco Vitelino 100% y los Teratomas 89%.
La positividad a oFP pone de manifiesto el componente de Saco
Vitelino que ademas muestra también una alta positividad a BHCG. Todos
los Tumores mostraron un alto indice proliferativo Ki-67 positivo.

En el TP de los Tumores Mixtos con diferenciacion Coriocarcinomatosa se
expresa BHCG en el 50%, disminuyendo cuando el componente es
Seminomatoso al 35% y a menos del 15% en el resto.

La mayor parte del TP expresa C-Kit y Ki-67 independientemente del
tipo del TCG, lo que puede ser un marcador de NICG. La expresion de
aFP, EFGR y C-erb-B2 es minima en el TP, estando esta ultima so6lo
asociada a Tumores Mixtos sin componente Seminomatoso ni de
Coriocarcinoma. Destacar igualmente que el 50% de TP asociado a
Tumores seminomatosos muestra positividad a AE1/AE3.

La relacion entre la expresion de los marcadores en Tejido Tumoral y
Peritumoral muestra que, hasta en el 50% en algunos casos, existe
expresion de BHCG, C-erb-B2, C-Kit y Citoqueratinas AE1/AE3 a pesar
de la negatividad en el Tumor. La valoraciéon de estos marcadores
inmunohistoquimicos en TP es necesaria ante la posibilidad de una
Cirugia Conservadora.

Es por ello que el uso de un panel de anticuerpos es imprescindible en
relaciéon con el estudio clinicopatolégico para la determinacion de los
diferentes componentes tanto en los TCG como en el TP lo que tendra
implicaciones en la respuesta al tratamiento y prondstico de estos Tumores.

234



235



VIII. ANEXOS
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Anexo 1. MODELO DEFINITIVO DE RECOGIDA VARIABLES

A AR Rl o

—_ —
—_ O

W W W W NN NN NN DN NN = === = = = =
W N — O 0 o0 313N U~ WD~ O WO N M WIN

DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO
MARGENES

HEMORRAGIA

NECROSIS

INFILTRACION DE

TIPO DE CRECIMIENTO

NECROSIS

APOPTOSIS

CUERPOS EMBRIOIDES

. CUERPOS DE SCHILLER-DUVAL
. FIBROSIS

. INFILTRADO INFLAMATORIO

. CALCIFICACIONES

. CITOPLASMA

.NUCLEO

. GRADO

. MITOSIS

. PAS

. CONCLUSION INMUNOHISTOQUIMICA
.HCG

. ALFA-FETO

. C-KIT

. Ki-67

. C-erb-B2

. EGFR

. AE1/AE3

. ESTUDIO MICROSCOPICO DE TEJIDO PERITUMORAL
. ATROFIA

. ONLY SERTOLI CELLS

. NITGI

. PAS

.HCGp

. ALFA-FETOp
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34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

C-KIT p

Ki-67p

C-erb-B2p

EGFRp

AE1/AE3 p

Edad

Estadio T patologico
Lado

Localizacion
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Anexo 2. VARIABLES DE RECOGIDA.OPCIONES Y ASIGNACION DE
VALORES NUMERICOS PARA CONFECCION DE HOJA EXCEL

1. DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

: SEMINOMA CLASICO

: SEMINOMA ESPERMATOCITICO

: CARCINOMA EMBRIONARIO

: SENO ENDODERMICO O SACO VITELINO

: CORIOCARCINOMA

: TERATOMA MADURO

: TERATOMA INMADURO

: SEMINOMA CLASICO+CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO
VITELINO

9: SEMINOMA CLASICO+ CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO
VITELINO+CORIOCARCINOMA

10: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO VITELINO+TERATOMA
INMADURO

11: SEMINOMA CLASICO +CARCINOMA EMBRIONARIO

12: SEMINOMA CLASICO+CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO
VITELINO+ TERATOMA MADURO

13: SACO VITELINO+TERATOMA INMADURO

14: CARCINOMA EMBRIONARIO +TERATOMA INMADURO

15: SEMINOMA CLASICO+SACO VITELINO+CORIOCARCINOMA
16: SACO VITELINO+CORIOCARCINOMA

17: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO VITELINO

18: SEMINOMA CLASICO+CARCINOMA
EMBRIONARIO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA MADURO
19: CARCINOMA
EMBRIONARIO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA INMADURO
20: CORIOCARCINOMA+TERATOMA MADURO

21: CORICOCARCINOMA+TERATOMA INMADURO

22: SACO VITELINO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA
INMADURO

23: CARCINOMA EMBRIONARIO+TERATOMA MADURO

24: SEMINOMA CLASICO+TERATOMA MADURO

25: TUMOR ESTROMAL MIXTO

26: SEMINOMA CLASICO + TERATOMA INMADURO

27: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO
VITELINO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA INMADURO

28: DISPLASIA

01NN W~
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29: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO VITELINO+TERATOMA
MADURO

2. MARGENES

1: EXPANSIVO (BIEN DELIMITADO)
2: INFILTRATIVO (MAL DELIMITADO)

3. HEMORRAGIA
0: NO
1: SI

4. NECROSIS
0: NO
1: SI

5. INFILTRACION DE

0:

~N N AW

NO

: ALBUGINEA

: EPIDIDIMO

: CORDON TESTICULAR

: ALBUGINEA+EPIDIDIMO

: ALBUGINEA+CORDON TESTICULAR

: EPIDIDIMO+CORDON TESTICULAR

: ALBUGINEA+EPIDIDIMO+CORDON TESTICULAR

6. TIPO DE CRECIMIENTO

1:

SOLIDO

2: CORDONAL

3: TUBULO/GLANDULAR

4: SOLIDO+CORDONAL

5: SOLIDO+TUBULO/GLANDULAR
6:
7
8
9
1

CORDONAL+TUBULO/GLANDULAR

: SOLIDO+CORDONAL+TUBULO/GLANDULAR
: QUISTICO

TUBULO/GLANDULAR+QUISTICO

0: SOLIDO+QUISTICO

7. NECROSIS
0: NO
1: EXTENSA
2: FOCAL
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8. APOPTOSIS
0: NO

1:

SI

9. CUERPOS EMBRIOIDES
0: NO

1:

SI

10. CUERPOS DE SCHILLER-DUVAL
0:NO
1:SI

11. FIBROSIS

0:
1:

NO
SI

12. INFILTRADO INFLAMATORIO

=)

0 31O\ LN KW~

:NO

: LINFOCITOS

: CELULAS PLASMATICAS

: MACROFAGOS

: INFILTRADO AGUDO

: LINFOCITOS+CELULAS PLASMATICAS

: LINFOCITOS+MACROFAGOS

: LINFOCITOS+INFILTRADO AGUDO

: CELULAS PLASMATICAS+MACROFAGOS
9:

MACROFAGOS+INFILTRADO AGUDO

10: LINFOCITOS+CELULAS PLASMATICAS+MACROFAGOS
11. LINFOCITOS+CELULAS
PLASMATICAS+MACROFAGOS+INFLAMACION AGUDA

13. CALCIFICACIONES
0: NO

1:

SI

14. CITOPLASMA
1: VACUOLADO

2:
3:

GRANULAR
GLOBULOS HIALINOS
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4: VACUOLADO+GRANULAR

5: VACUOLADO+GLOBULOS HIALINOS

6: GRANULAR+GLOBULOS HIALINOS

7: VACUOLADO+GRANULAR+GLOBULOS HIALINOS

15. NUCLEO

1: MULTINUCLEACION

: PLEOMORFICOS

: NUCLEOLO

: MULTINUCLEACION+PLEOMORFICOS

: VACUOLADO+NUCLEOLO

: PLEOMORFICOS+NUCLEOLO

: MULTINUCEACION+PLEOMORFICOS+NUCLEOLO

~N N L kAW

16. GRADO

1: ALTO
2: BAJO

17. MITOSIS

1: <2X10 C.G.A.
2:3-5X10 C.G.A.
3: 6-10X10 C.G.A.
4:>10X10 C.G.A.

18. PAS
0: -
1: +
2:++
3: +++

19. CONCLUSION INMUNOHISTOQUIMICA

: SEMINOMA CLASICO

: SEMINOMA ESPERMATOCITICO

: CARCINOMA EMBRIONARIOA

: SENO ENDODERMICO O SACO VITELINO
: CORIOCARCINOMA

: TERATOMA MADURO

: TERATOMA INMADURO

01NN W~

VITELINO

9: SEMINOMA CLASICO+ CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO

VITELINO+CORIOCARCINOMA

: SEMINOMA CLASICO+CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO
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10: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO VITELINO+TERATOMA
INMADURO

11: SEMINOMA CLASICO +CARCINOMA EMBRIONARIO

12: SEMINOMA CLASICO+CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO
VITELINO+ TERATOMA MADURO

13: SACO VITELINO+TERATOMA INMADURO

14: CARCINOMA EMBRIONARIO +TERATOMA INMADURO

15: SEMINOMA CLASICO+SACO VITELINO+CORIOCARCINOMA
16: SACO VITELINO+CORIOCARCINOMA

17: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO VITELINO

18: SEMINOMA CLASICO+CARCINOMA
EMBRIONARIO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA MADURO

19: CARCINOMA
EMBRIONARIO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA INMADURO
20: CORIOCARCINOMA+TERATOMA MADURO

21: CORICOCARCINOMA+TERATOMA INMADURO

22: SACO VITELINO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA
INMADURO

23: CARCINOMA EMBRIONARIO+TERATOMA MADURO

24: SEMINOMA CLASICO+TERATOMA MADURO

25: TUMOR ESTROMAL MIXTO

26: SEMINOMA CLASICO + TERATOMA INMADURO

27: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO
VITELINO+CORIOCARCINOMA+TERATOMA INMADURO

28: DISPLASIA

29: CARCINOMA EMBRIONARIO+SACO VITELINO+TERATOMA
MADURO

20. HCG
0: -
1: +
2:++
3. +++

21. ALFA-FETO
0: -
1.+
2:++
3 +++

22. C-KIT
0: -
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1: +

2 ++

3 +++
23. Ki-67

I: +
2:++
3 +++

24. C-erb-B2
0: -
1:+
2:++
3 +++

25. EGFR
0: -
1:+
2:++
3: +++

26. AE1/AE3
0: -
1:+
2:++
3 +++

27. ESTUDIO MICROSCOPICO DE TEJIDO PERITUMORAL

0: NO
1: SI

28. ATROFIA
0: NO
1: SI

29. ONLY SERTOLI CELLS

0: NO
1: SI

30. NITGI
0: NO

245



1: SI

31. PAS
0: -
1.+
2:++
3 +++

32. HCGp
0:0: -
1:+
2:++
3 +++

33. ALFA-FETOp
0: -
1:+
2:++
3: +++

34. CKIT p
0: -
1:+
2:++
3 +++

35. Ki-67p
0: -
1: +
2:++
3. +++

36. C-erb-B2p
0: -
I: +
2:++
3 +++

37. EGFRp
0: -
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I: +
2:++
3 +++

38. AE1I/AE3 p
0: 0: -
1: +
2:++
3. +++

39. Edad

40. Estadio T patoldgico
0: pTx

:pTO

:pTis

:pTl

:pT2

:pT3

:pT4

AN AW —

41. Lado

1: DERECHO
2: IZQUIERDO

42. Localizacion

1: POLO SUPERIOR

2: MEDIO

3: POLO INFERIOR

4: POLO SUPERIOR+MEDIO

5: POLO SUPERIOR+MEDIO+POLO INFERIOR
6: MEDIO+POLO INFERIOR
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