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ESTUDIO DE MARCADORES PARA NEOPLASIA GERMINAL INTRATUBULAR
(PLAP Y C-KIT) EN NINOS CON ALTERACIONES EN LA DIFERENCIACION
SEXUAL (DISGENESIA GONADAL, INSENSIBILIDAD A ANDROGENOS Y
DESORDEN DE LA DIFERENCIACION SEXUAL OVOTESTICULAR).

Pastrana Fernandez YE**, Braun-Roth G*, Ruiz Reyes ML **, Calzada Leén R**, De
Ledn Bojorge B*. Departamentos de Patologia* y Endocrinologia** Instituto Nacional
de Pediatria, Secretaria de Salud México, D.F.

CONTEXTO: La neoplasia germinal Intratubular (NGIT) es una lesién precursora y
preinvasiva de la mayor parte de los tumores germinales. Aparece predominantemente
en testiculos con condiciones asociadas con un riesgo elevado para presentar tumores
de células germinales tales como: génadas disgenéticas, testiculos contralaterales de
pacientes con CA testicular, testiculos criptorquidicos y en algunas alteraciones en la
diferenciacion sexual. El potencial maligno de la génada disgenética es frecuente con
una incidencia de neoplasia entre el 17 al 35%. La morfologia de NGIT en el nifio es
dificil de interpretar, al contrario del adulto en el cual el diagndstico de NGIT es obvio.
El diagndstico de NGIT se basa en hallazgos tanto morfolégicos como
inmunohistoquimicos. Existen algunas tinciones de inmunohistoquimica que son Uutiles
para su diagndstico entre algunas de ellas encontramos a la Fosfatasa Alcalina
Placentaria (PLAP) que es un marcador para células germinales, en ocasiones puede
expresar células inmaduras normales durante el primer afio de vida. El proto-oncogene
C-KIT es también un marcador de NGIT, parece involucrarse con la migracién y
diferenciacion de las células germinales primordiales, y es también expresado en
células germinales fetales tempranas. Se sugiere que tanto PLAP como C-KIT pueden
ser indicadores utiles de NGIT en nifios mayores de un ano de edad, tanto en nifos
con testiculos criptorquidicos como en génadas disgenéticas, debido a que estos
antigenos parecen disminuir en los testiculos normales al incrementar la edad
posnatal.

OBJETIVOS:1)Determinar la frecuencia de positividad para PLAP y C-KIT en tejido
gonadal de nifios con alteracién en la diferenciacion sexual (Disgenesia Gonadal,
Insensibilidad a Andrégenos y Desorden de la Diferenciacion Sexual Ovotesticular),
2)Evaluar la expresion de PLAP y C-KIT en goénadas de nifios con alteracién en la
diferenciacion sexual (Disgenesia Gonadal, Insensibilidad a Androgenos y Desorden
de la Diferenciacion Sexual Ovotesticular), con su cariotipo, la respuesta a estimulo
hormonal con Hormona Gonadotropina Coridnica (HGC) y su presentacion clinica y 3)
Determinar si la expresion de PLAP y C-KIT son marcadores de neoplasia germinal
intratubular en génadas disgenéticas infantiles.

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 15 casos del archivo el Departamento de
Patologia de pacientes con seguimiento en el Instituto Nacional de Pediatria a los que
se les tomo biopsia gonadal o que fueron gonadectomizados, con los diagndsticos de
Disgenesia Gonadal Mixta, Insensibilidad Parcial o Total a Andrégenos y Desorden de
la Diferenciacion Sexual Ovotesticular. Se realizaron tinciones de inmunohistoquimica
(PLAP y C-KIT) en el tejido gonadal obtenido por gonadectomia o biopsia de
pacientes con diagnostico de alteracion de la diferenciacion sexual (Disgenesia
Gonadal, Desorden de la Diferenciacion Sexual Ovotesticular e Insensibilidad a
Andrégenos).Los hallazgos de inmunohistoquimica se analizaron por dos patélogos, la
frecuencia y distribucion de PLAP y C-KIT en el tejido gonadal, sin conocimiento de los
datos clinicos. Se realizaron las correlaciones de los hallazgos con el diagndstico
integral del paciente, el cariotipo y la respuesta a estimulo hormonal en los casos en
que se contaba con estos datos.

RESULTADOS: Se estudiaron 15 casos completos de pacientes con alteraciones en
la diferenciacion sexual, de los cuales un caso fue de Disgenesia Gonadal Pura
(6.66%), 5 casos de Disgenesia Gonadal Mixta (33.33%), 6 casos de Desorden de la
Diferenciacion Sexual Ovotesticular (40%) y 3 casos de Insensibilidad a los



Andrégenos (20%), de los cuales se observaron que cuatro pacientes fueron
diagnosticados con presencia de gonadoblastoma (26.6%), tres de ellos con
Disgenesia Gonadal Mixta (DGM) y uno con Desorden de la Diferenciacion Sexual
Ovotesticular (DDSOT). La edad promedio de los pacientes diagnosticados con
gonadoblastoma fue de 45.75 meses (3.8 afos) encontrandose en rango de edad
desde los 5 hasta 146 meses de edad (12 afos 1 mes). Tres pacientes con
Disgenesia Gonadal Mixta desarrollaron Gonadoblastoma, de los cuales dos tenian
caracteristicas de Neoplasia Germinal Intratubular en el estudio anatomopatoldgico.
Sin embargo la positividad con PLAP es muy leve en DGM, mientras que el C-KIT se
observa con mayor positividad. En los pacientes con Insensibilidad a Androgenos la
tincion con PLAP fue negativa en todas las goénadas y solo levemente positivas con C-
KIT. La positividad con PLAP fue leve en pacientes con DDSOT y se observé
solamente en tres pacientes.

CONCLUSIONES: Los resultados sugieren que la presencia de células positivas para
PLAP y C-KIT en pacientes menores de un afio, y de acuerdo a la dismadurez
esperada para este grupo de edad es insuficiente para el diagndstico de NGIT en
pacientes con alteraciones en la diferenciacion sexual, ya que PLAP y C-KIT
muestran expresion prolongada en génadas disgenéticas y se expresan de manera
normal en nifios después del nacimiento.

PALABRAS CLAVE: Neoplasia Germinal Intratubular, PLAP, C-KIT, Disgenesia
Gonadal, Insensibilidad a Androgenos, Desorden de la Diferenciacion Sexual
Ovotesticular

MARKERS FOR INTRATUBULAR GERM CELL NEOPLASIA (PLAP AND C-KIT) IN
CHILDREN WITH ABNORMAL SEXUAL DIFFERENTIATION (GONADAL
DYSGENESIS, ANDROGEN INSENSIBILITY AND OVOTESTICULAR DSD)

CONTEXT: The Intratubular Germ Cell Neoplasia (ITGCN) is a precursor and
preinvasive lesion of germinal tumors. It appears predominantly in testicles with
associated conditions of elevated risk to present germinal cells tumors such as:
dysgenetic gonads, contralateral testicles of patients with testicular carcinoma,
cryptorchidic testicles and in some sexual differentiation abnormalities. The malignant
potential of dysgenetic gonads is frequent with an incidence of neoplasia between 17 to
35%. The morphology of ITGCN in children is difficult to interpret unlike in the adult the
diagnosis is obvious. The ITGCN diagnosis is based as much on morphologic findings
as in immunohistochemical analysis. There are some immunohistochemical analyses
that are useful for diagnosis of ITGCN as the placental alkaline phosphatase (PLAP)
that is a marker for germinal cells, which some times can express normal immature
cells during the first year of life. C-KIT proto-oncogene is also an ITGCN marker, it
seems to detect cells in the process of migration and differentiation mainly in germinal
cells and also in early fetal germinal cells. It is suggested that PLAP and C-KIT can be
express in ITGCN in greater children than one year of age, in children with
cryptorchidic gonads as in dysgenetic gonads, because these antigens seem to
diminish in the normal testicles when increasing the postnatal age.

OBJETIVES:1)To determine the frequency of positivity of PLAP and C-KIT in gonads of
children with abnormalities in sexual differentiation (Gonadal Dysgenesis, Androgen
Insensibility and Ovotesticular DSD), 2)To correlate the expression of PLAP and C-KIT
in gonads of children with abnormalities in the sexual differentiation (Gonadal
Dysgenesis, Androgen Insensibility and Ovotesticular DSD), with caryotype, and with
hormonal stimulus with Gonadotropin Chorionic Hormone (GCH) and the clinical
presentation.3) To determine if the expression of PLAP and C-KIT in infantile gonads
are good immunohistochemical markers to diagnose ITGCN.

MATERIAL AND METHODS: Fifteen cases of children with diagnoses of Pure Gonadal
Dysgenesis, Mixed Gonadal Dysgenesis, Partial or Total Androgen Insensibility and
Ovotesticular DSD to whom gonadectomy or gonadal biopsy was taken, were studied



at the Instituto Nacional de Pediatria. Immunohistochemical markers (PLAP and C-KIT)
were done to those gonadal samples, Immunohistochemical findings (frequency and
distribution) of PLAP and C-KIT were described by two pathologists without knowing
the clinical data There were made correlations of the findings with the integral
diagnosis of the patient, the caryotype and the answer to hormonal stimulus.
RESULTS: Fifteen complete cases of patients with abnormalities in sexual
differentiation were studied, of which one case had Pure Gonadal Dysgenesis (6.66%),
five cases of Mixed Gonadal Dysgenesis (33.33%), six cases of Ovotesticular DSD
(40%) and three cases of Androgen Insensibility (20%), of which three of them with
Mixed Gonadal Dysgenesis (MGD) and one with Ovotesticular DSD (DDSOT) had
gonadoblastoma (26.6%). The mean age of patients diagnosed with gonadoblastoma
was of 3.8 years. Of the three patients with Disgenesia Mixed Gonadal who developed
Gonadoblastoma, two had ITGCN. The expression of PLAP was very slight in MGD,
whereas the expression of C-KIT was greater. In patients with Androgen Insensibility
PLAP was negative in all and slightly positive with C-KIT. The positivity with PLAP in
cases of TH was slight.

CONCLUSIONS: These results suggest that the presence of positive cells for PLAP
and C-KIT in children smaller than a year and because of the immaturity of gonadal
cells are insufficient to diagnose ITGCN in patients with alterations in the sexual
differentiation, since PLAP and C-KIT show prolonged expression in dysgenetic
gonads and these immunohistochemical markers are expressed in a normal way in
children after the birth.

KEYWORDS: Intratubular Germ Cell Neoplasia (ITGCN), PLAP, C-KIT, Gonadal
Dysgenesis, Androgens Insensibility, Ovotesticular DSD.



ESTUDIO DE MARCADORES PARA NEOPLASIA GERMINAL INTRATUBULAR
(PLAP Y C-KIT) EN NINOS CON ALTERACIONES EN LA DIFERENCIACION
SEXUAL (DISGENESIA GONADAL, INSENSIBILIDAD A ANDROGENOS Y
DESORDEN DE LA DIFERENCIACION SEXUAL OVOTESTICULAR).

MARCO TEORICO
GENERALIDADES SOBRE DESORDENES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Los componentes del desarrollo sexual fetal masculino y femenino desde una
perspectiva genética y embrioldgica incluyen la migracion de células primordiales
germinales del saco embrionario endodérmico hasta el seno urogenital, mientras que
el mesonefros es el origen somatico de las células de Sertoli y de Leydig. El principal
determinante del testiculo es el gen SRY (sex-related gene, Y chromosome). Una vez
formadas las células de Leydig en el testiculo se producen andrégenos en elevadas
concentraciones, que estabilizan a los conductos de Wolf y virilizan a los genitales
externos. Las células de Sertoli producen la hormona antimilleriana que causa la
regresion de los conductos Miillerianos y previene la formacién de Utero y trompas de
Falopio en el hombre. (Figura1)

Para el desarrollo femenino también existen genes y factores determinantes para el
fenotipo femenino durante el desarrollo fetal y prepuberal. Existen genes como DAX1 y
WNT4 que funcionan como ‘“antitesticulos”, también se ha observado que la
transcripcion del factor FOXL2 es la llave para el desarrollo folicular en el ovario y para
la supresién del desarrollo testicular en mujeres determinadas genéticamente.
(Figura1)

La produccion de andrégenos es regulada por genes que cuando se encuentran

sujetos a mutaciones de inactivacién, pueden producir una insensibilidad parcial o total
a la accion de los andrégenos, causando ambigiiedad genital al nacimiento. (234
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COMPONENTES DEL DESARROLLO SEXUAL FEMENINO
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Figura 1.Genes involucrados en el desarrollo sexual .
Adaptado de Hughes IA. Disorders of Sexual
Differentiation. Horm Res.2007;

67 (suppl 1):91-95.

IDENTIFICACION DE CELULAS GERMINALES CON TRANSFORMACION
NEOPLASICA A TUMORES GERMINALES

El origen de los tumores germinales testiculares que ocurren durante la infancia es
pobremente entendido, en cambio en adultos los tumores testiculares clasicos
(seminomatosos o no seminomatosos) se originan del carcinoma in situ o neoplasia
germinal intratubular (NGIT) de los testiculos, que puede ser detectado en los tubulos
seminiferos de manera adyacente a los tumores.!” Los tumores de células germinales
son un grupo heterogéneo de neoplasias que inician de manera primaria en génadas y
raramente de manera extragonadal, estos tumores son la neoplasia maligna mas
comun en hombres desde los 15 a los 35 afios edad. ©57®

Mas del 95% de los tumores testiculares son de origen de células germinales vy
comprenden un grupo heterogéneo de tumores. La morfologia de las células de la
NGIT es muy similar a las células de las células germinales fetales. ©¢7®

La infertilidad se ha asociado con un incremento en el riesgo de tumores de células
germinales (TCG) habiendo identificado a la neoplasia germinal intratubular (NGIT) en
1-2% de estos casos, sin embargo la infertilidad también se ha asociado con la
presencia de criptorquidia y de disgenesias gonadales. El mayor riesgo de TCG se ha
asociado a la presencia de criptorquidia, observando esta asociacion hasta en el 10 %
de los casos habiendo corregido o no la criptorquidia. Los pacientes con esta
neoplasia incrementan la incidencia de enfermedad contralateral, siendo mayor la
incidencia también si el testiculo contralateral es atréfico o no ha descendido. La
incidencia de esta neoplasia en el periodo prepuberal es mas baja y poco estimada
debido a las pocas células presentes en los testiculos infantiles.”"®

Algunos pacientes con trastornos en la diferenciacion sexual tiene alto riesgo de
desarrollo de tumores como el gonadoblastoma que se presenta hasta en el 50% de
los pacientes con disgenesia gonadal, la frecuencia de la neoplasia germinal



intratubular (NGIT) en algunas series de pacientes con estados intersexuales es del
6%, mientras que en otras la frecuencia va del 9 al 25%.En disgenesia gonadal mixta
la expectativa para la aparicién de tumores es del 10% a la edad de 20 afios e
incrementa a 19% a la edad de 30 afos.”) Es bien sabido que las génadas
disgenéticas con una linea celular “Y” tienden a malignizarse, por lo que la
gonedectomia profilactica se practica en pacientes que tienen alto riesgo, sobre todo
pacientes con disgenesia gonadal pura (XY) o disgenesia gonadal mixta (DGM).""? Los
pacientes con insensibilidad a andrégenos tienen un 5 a 10% de desarrollo de tumores
de células germinales!""'?, usualmente después de haber desarrollado los caracteres
sexuales secundarios fenotipicamente femeninos. La frecuencia de tumores en
hermafroditismo verdadero es del 2.6 al 10%.“% En los pacientes con disgenesias
gonadales que tienen un cariotipo con un cromosoma Y, tienen un factor de riesgo
significativamente mas elevado para desarrollo de tumores germinales, siendo el
gonadoblastoma un precursor “in situ” en estos pacientes. Las biopsias testiculares en
pacientes de intersexo pueden ayudar a la deteccion de NGIT. 1®

La neoplasia germinal intratubular (NGIT) se refiere a una lesion inicialmente descrita
por Skakkebaek como carcinoma in situ en 1972. La lesién original descrita es
precursora de todos los tipos de tumores de células germinales, al menos en aquellos
que se originan el periodo postpuberal. La NGIT se puede observar adyacente a las
células tumorales invasivas a células germinales. Se presenta en el 4% en pacientes
con criptorquidia, en 5% de las génadas contralaterales de pacientes con TCG y en el
1% de los pacientes biopsiados por infertilidad con oligospermia. ¢"'¥

La NGIT se caracteriza morfolégicamente por la presencia de células germinales
alargadas, atipicas, localizadas inmediatamente sobre una membrana basal
adelgazada de manera irregular. Las células atipicas son aisladas en una sola fila
sobre la membrana basal, tipicamente mas grandes que las espermatogonias. Las
células de NGIT tienen citoplasma claro, nucleo de contornos irregulares, cromatina
compacta y nucleolo alargado, el cual puede ser unico o multiple. (Figura 2)Las células
de NGIT son inmunoreactivas con Fosfatasa Alcalina tipo placentaria (PLAP), otra
tincion  de inmunohistoquimica que expresa en un gran porcentaje de células de
NGIT es la de CKIT.
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El paso mas temprano de la espermatogénesis se inicia al término de la vida fetal y
consiste en la diferenciacion de gonocitos y de las células germinales fetales a
espermatogonias. La presencia posnatal de células germinales anormales similares
en apariencia a gonocitos se considera patologica y algunos lo consideran como
carcinoma testicular in situ (CIS) también llamado neoplasia germinal intratubular



(NGIT). Los gonocitos, el carcinoma testicular y la NGIT expresan en
inmunohistoquimica PLAP (Placental-Like Alkaline Phosphatase- Fosfatasa Alcalina
Tipo Placentaria), ©'® este marcador no se presentan de manera normal en células
germinales normales de adultos, sin embargo se pueden expresar en células
germinales normales inmaduras durante la vida fetal hasta el primer afio de vida. ©¢'®
Se ha hipotetizado que la NGIT se origina de los gonocitos durante el desarrollo fetal
de los testiculos, permanece silente durante la infancia y se transforma en tumor
después de la etapa puberal. La prevalencia de tumores de células germinales en
pacientes con alteraciones en la diferenciacion sexual es elevada y que en caso de
disgenesia gonadal mixta y de insensibilidad a andrégenos estos se pueden presentar
desde la infancia. "® Existe evidencia que sugiere que elevados niveles de
androgenos incrementan el riesgo de desarrollo de TCG, mientras que elevados
niveles de testosterona disminuyen ese riesgo. Cerca del 2% de los pacientes con
TCG tienen el antecedente de un familiar afectado, lo que también indica un
componente genético en el desarrollo de cancer. La unica aberracién estructural
cromosoémica consistente en TCG es la presencia de alteraciones en el cromosoma
12, como por ejemplo la aparicién de un isocromosoma i (12p), aunque esta alteracién
no es especifica de TCG. "

MARCADORES DE INMUNOHISTOQUIMICA

Las primeras investigaciones se enfocaron en encontrar un marcador util que pudiera
facilitar el diagndstico de NGIT en las biopsias testiculares. Uno de los marcadores
mas comunmente usados en la practica clinica es una tincién de inmunohistoquimica
denominada PLAP (Placental-Like Alkaline Phosphatase - Fosfatasa Alcalina Tipo
Placentaria), que es una fosfatasa especifica de algunos tejidos con funciones
biolégicas desconocidas que se expresan en células germinales primordiales y en
gonocitos. La fosfatasa alcalina es un marcador de células germinales que ha sido
reconocido desde 1953, cuando McKay y cols. lo reportaron como un marcador
confiable para la identificaciéon de células germinales en adultos, aunque pocos
estudios han demostrado su efectividad en nifios para diagnosticar NGIT. (®
Especificamente esta isoenzima también se ha detectado en el suero de pacientes
con tumores de células germinales. La inmunoreactividad del PLAP reportada en

varias series para el diagnostico de NGIT es del 90 al 100%.41%-20)
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Existe otro marcador que evidencia la presencia de NGIT, el proto-oncogene C-KIT, un
receptor de membrana de tirosin - cinasa para factor de células madre. El C-KIT se
involucra en la migracién y en la diferenciacion de células primordiales germinales y
también se expresa fuertemente en células primordiales fetales y en gonocitos
infantiles pero no en espermatogonias adultas. Se ha propuesto que la expresion
prolongada de C-KIT es un potente factor antiapoptético en células germinales
indiferenciadas, lo cual puede ser un mecanismo que produce la transformacion
neoplasica, prolongando su supervivencia.®?"?2%) (Figura 3)

Los eventos genéticos que producen NGIT y posterior aparicion de NGIT, aun tienen
que dilucidarse. Se ha pensado y aceptado que la NGIT se produce de gonocitos
durante el desarrollo fetal de los testiculos, permanece silente durante la infancia y
durante el periodo de la adolescencia se transforma en tumor, luego del estimulo
hormonal."® Hasta el momento existen dos teorias definidas: la primera de Chaganti y
Houldsworth, postula que la transformacion de células de cigoteno a paquiteno en los
espermatocitos, es en donde aparece el “punto de recombinacion”. En esta etapa se
replica el DNA regulado por el gen p53, lo que de manera tardia permite la
prolongacion y la fase de recombinacion. Si esto no se realiza, las cadenas de DNA se
rompen y p53 puede ser un gatillo de inicio de apoptosis. En este modelo los eventos
asociados con el intercambio aberrante de la cromatida, puede asociarse con el
entrecruzamiento que incremente el numero de copias del gen 12p. Posiblemente de
esta manera los efectos oncogénicos de la ciclina D2 y las células genomicamente
inestables pueden escapar a los efectos apoptéticos de p53 y reentrar al ciclo celular
ahora como células neoplasicas.

La segunda teoria de Skakkebaek y cols. es mas aceptada. En este modelo se
sugiere que los gonocitos fetales (células germinales primordiales) pueden llegar a una
division celular anormal (poliploidizacion) debido a factores ambientales in Utero que
pueden originar la NGIT. La poliploidizacion precede la formacién de i (12p). (Figura 4)
Estas células son susceptibles de la estimulacion posnatal y puberal con
gonadotropinas y el desarrollo de tumores invasivos. Esta hipotesis se basa en los
datos inmunohistoquimicos que relacionan a los gonocitos con la NGIT, el desarrollo
de los TCG y los datos epidemiolégicos. ®



Figura 4. Cromosoma 12 Adaptado de Reuter,
V.Origins and molecular biology of testicular
germ cell tumors. Modern Pathology (2005)18,
S51-S60.

12 i(12p)

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA NEOPLASIA GERMINAL INTRATUBULAR

El diagnodstico de carcinoma in situ en nifios con alteraciones en la diferenciacion
sexual es dificil. Morfolégicamente se observan cominmente células germinales
atipicas en sus gonadas, y parecen corresponder a un retraso en la maduracion en
lugar de transformacion maligna.

(%(?fzg)riterios para el diagndstico de NGIT de acuerdo a la clasificacion de la OMS son:

-Espermatogonias mas grandes que lo normal
-Citoplasma claro o vacuolado, rico en glucdégeno
-Nucleo: Largo, irregular e hipercromatico
-Nucleolo: Uno o mas grandes e irregulares
-Mitosis (Anormales)

-Células localizadas en la membrana basal
-Espermatogénesis comunmente ausente
-Involucro segmentario en los tubulos

El retraso en la maduracién de células germinales y su progresion a carcinoma in situ
(CIS) ocurre de manera frecuente en pacientes con estados intersexuales. Un retraso
en el desarrollo de células germinales asemeja a CIS y evidencia una expresion

prolongada de marcadores inmunohistoquimicos usados para el diagnéstico de CIS.
(24)

Actualmente existe firme evidencia que los TCG del adulto jéven provienen de las
células de la NGIT. Aunque el origen de la NGIT aun no se encuentra claro, los datos
disponibles soportan la hipotesis que la NGIT se origina de células germinales fetales
que son detenidas en su diferenciacion antes de alcanzar el estadio de
espermatogonia. Algunos modelos de testiculos disgenéticos se asocian con
disrupcion enddcrina severa, y alto riesgo para cancer testicular, por lo que se debe
sospechar que existen factores enddcrinos que se involucran en el origen de las
células de la NGIT. ©®

Existen algunos factores de riesgo que se han propuesto para el desarrollo de tumores
testiculares germinales. (Figura 5) La exposicion perinatal de hormonas sexuales o
“disrupcion hormonal” se propone como un factor que influencia el riesgo de cambios
malignos, también se sugiere que las aberraciones en la estructura testicular, la
disminucién en la secrecién de la testosterona y el incremento en la secrecion de



gonadotropinas puede crear un medio que es favorable para aparicion de lesiones
neoplasicas preinvasivas de tumores germinales en la infancia."?

Factores Ambientales Defectos genéticos
(disruptores enddcrinos) (polimorfismos)

b b

TESTICULOS DISGENETICOS

T

Pobre funcién Funcién anormal
Células. Leydig Células Sertoli

Insuficiencia de . Flallglen la .
Diferenciacién de células
Andrégenos germinales

l l l l Figura 5.

Representacién esquematica de la probable

Sindrome de Disgenesia Testicular: patogénesis del Sindrome de Disgenesia
Testicular. Tomado de Hoi-Hansen CE,
Espermatogénesis Disminuida Meyts ER, Skakkebaek NE.Germ cell
Criptorquidia tumours of the testis: how do they start?
NGIT Histopathology 2002.41(Suppl. 2) 382-388

Cancer testicular

Poco se conoce sobre las aberraciones genéticas en el genoma de la NGIT. Los
estudios citogenéticos muestran aberraciones en la constitucion cromosémica de la
NGIT, con alteraciones en el cromosoma 1, 12 y 15, observando de manera frecuente
un isocromosoma en el brazo corto del cromosoma 12, i (12p). @

El diagnostico de NGIT en niflos con alteraciones en la diferenciacion sexual es
dificil. Las células germinales morfolégicamente atipicas se observan comunmente en
sus gonadas y parece corresponder a retraso en la maduracién gonadal en lugar de
transformacién maligna. ?%

El retraso en la maduracion de las células germinales y su progresién a neoplasia
germinal intratubular (NGIT) frecuentemente ocurre en pacientes con estados
intersexuales. Un desarrollo retrasado en las células germinales asemeja datos de
células de NGIT y desarrolla una expresion prolongada de marcadores de
inmunohistoquimica usado para el diagnéstico de ésta neoplasia. ¥

Esquema modelo para el desarrollo de tejido gonadal indiferenciado (UTG) y carcinoma in situ (CIS) dentro de la génada disgenética. Panel
Superior, en el desarrollo del embrién las células germinales migran del saco vitelino dentro de la génada bipotencial y se mezclan con la pre-
células de Sertoli y de la granulosa. Panel Medio (de derecha a izquierda), en el hombre, la expresion de SRY en la sexta semana induce la

organizacién de pre- células de Sertoli y de células germinales en los cordones sexuales (SC). Bajo la influencia de otros genes determinantes



del sexo como el SRY, estos cordones sexuales se diferencian en tibulos seminiferos. Condiciones patolégicas pueden causar un blogueo o
retraso en el desarrollo normal de las células germinales, incrementando el riesgo de formacién de neoplasia germinal intratubular no clasificada.
Panel Inferior, En goénadas disgenéticas, expresion inapropiada o ausente de SRY o expresion alterada de otros genes determinantes
masculinos, prohiben la formacion de cordones sexuales o la diferenciacion posterior de los cordones sexuales, mientras que la progresion en la
via de la meiosis se encuentra bloqueada (panel bajo, derecha), resultando en le persistencia de tejido gonadal indiferenciado (UTG).Las células
germinales sobrevivientes en el UTG (incluyendo los cordones sexuales inmaduros) contienen un riesgo elevado para el desarrollo de
gonadoblastoma (GB) (panel intermedio y bajo).

Figura 6. Adaptada de Cools M, Stoop H, Kersemaekers AM, Drop SL, Wolffenbuttel KP, Bourguignon JP,
Slowikowska-Hilczer J, Kula K, Faradz SM, Oosterhuis JW, Looijenga LH. Gonadoblastoma arising in
undifferentiated gonadal tissue within dysgenetic gonads.J Clin Endocrinol Metab. 2006 Jun;91(6):2404-
13. Epub 2006 Apr 11.
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La prueba de estimulacién con hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) es
ampliamente utilizada para evaluar la presencia de tejido testicular funcionante, sobre
todo en aquellos pacientes con criptorquidia uni o bilateral o bien en aquellos
pacientes con trastornos en la diferenciacidén sexual. Esta prueba puede variar ya que
no existe un consenso en la aplicacion de la misma. Algunos autores manejan dosis
intramusculares durante tres dias dependientes de la edad del paciente <1 afio 500
Unidades, de 1 a 10 afios 1000 Unidades y aquellos de mas de 10 afios 1500
Unidades, tomandose muestras antes de la primera dosis y 24 horas después de la
ultima dosis para determinacion de testosterona (T) y dehidrotestosterona (DHT). Esta
prueba ha demostrado un valor predictivo positivo del 89% y un valor predictivo
negativo del 100%. Por lo que se considera esta prueba como un indicador valido para



evaluar la existencia de tejido testicular funcionante. Una pobre respuesta a la prueba
puede determinar anorquia y una buena respuesta sugiere la presencia de testiculos
funcionantes. Existen dos métodos para definir una respuesta anormal a esta prueba,
que la testosterona plasmatica no se duplique luego de la ultima aplicacion de hCG o
bien que el pico de testosterona no alcance al cuarto dia de la prueba 5 ng/mL. Con
una sensibilidad del 100% y una especificidad del 96%.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia de positividad para los marcadores de inmunohistoquimica para
neoplasia germinal intratubular PLAP (Placental-Like Alkaline Phosphatase - Fosfatasa
Alcalina Tipo Placentaria) y del proto-oncogene C-KIT en pacientes en edad pediatrica
con alteraciones en la diferenciacion sexual (disgenesia gonadal, insensibilidad a
androgenos y desorden de la diferenciacion sexual ovotesticular)?



JUSTIFICACION

El potencial maligno de génadas disgenéticas tiene una incidencia de neoplasia entre
el 17 al 35%. La deteccion oportuna de neoplasia germinal intratubular (NGIT)
sugeriria la realizacién de gonadectomia profilactica, una vez que el diagndstico se
encuentra establecido con certeza. En adultos se utilizan marcadores de NGIT, como
PLAP y C-KIT, sin embargo no sabemos su utilidad en nifos.

OBJETIVOS
General

-Determinar la frecuencia de positividad para PLAP y C-KIT en tejido gonadal de nifios
con alteracion en la diferenciacion sexual (disgenesia gonadal, insensibilidad a
andrégenos y desorden de la diferenciacién sexual ovotesticular).

Especificos

1) Evaluar la expresion de PLAP y C-KIT gdnadas de nifios con alteracion en la
diferenciacion sexual (disgenesia gonadal, insensibilidad a andrégenos y desorden de
la diferenciacion sexual ovotesticular), con su cariotipo, la respuesta a estimulo
hormonal con Hormona Gonadotropina Coridnica (HCG) y su presentacion clinica.

2) Determinar si la expresion de PLAP y C-KIT son marcadores de neoplasia germinal
intratubular en gonadas disgenéticas infantiles

HIPOTESIS

La expresiéon de los marcadores de inmunohistoquimica PLAP y C-KIT sera positiva
en nifos con godnadas con alteraciones en la diferenciacién sexual (disgenesia
gonadal, insensibilidad a andrégenos y desorden de la diferenciacion sexual
ovotesticular) como marcador de neoplasia germinal intratubular (NGIT).



DISENO DEL ESTUDIO
Estudio Transversal, Descriptivo.

MATERIAL Y METODOS

Los casos se obtuvieron tanto de los archivos el Departamento de Patologia como del
Servicio de Endocrinologia de pacientes con seguimiento en el Instituto Nacional de
Pediatria a los que se les tomd biopsia gonadal o que fueron gonadectomizados, con
los diagnodsticos de disgenesia gonadal pura o mixta, insensibilidad a andrégenos
parcial o total y desorden de la diferenciacién sexual ovotesticular.

Los datos clinicos incluyendo el cariotipo, respuesta a estimulo hormonal con HCG
(para evaluar produccién de testosterona y conversion a dehidrotestosterona) y el
diagnéstico integral fueron obtenidos de los expedientes clinicos.

Se realizaron tinciones de inmunohistoquimica (PLAP y C-KIT) en el tejido gonadal
obtenido por gonadectomia o biopsia de pacientes con diagndstico de alteracion de la
diferenciacion sexual (Disgenesia Gonadal, Hermafroditismo Verdadero e
Insensibilidad a Andrégenos) con anticuerpo monoclonal de ratén antihumano
Placental Alkaline Phosphatase (PLAP) [Marca Dako, Cat. M7191, Clona (A9, Dilucion
1:50, incubacién 45 min.] y anticuerpo policlonal de ratén antihumano CD117, C-KIT
[Marca Dako, Cat. A4502, Dilucidon 1:50, incubacion 45 min.]

Los casos se revisaron por dos patdlogos del Departamento de Patologia corrigiendo
cuando fue necesario el diagndstico histopatolégico y excluyendo aquellos casos en
que no se contaba con tejido gonadal. Se describié por ambos patélogos la frecuencia
y distribucion de PLAP y C-KIT en el tejido gonadal, sin conocimiento de los datos
clinicos.

Se realizaron las correlaciones de los hallazgos con el diagndstico integral del
paciente, el cariotipo y la respuesta a estimulo hormonal en los casos en que se
contaba con estos datos.

Dado que este proyecto fue un estudio descriptivo y retrospectivo y ya que no
existen muchos estudios en la literatura no se realizd calculo de tamafo de la muestra.

Es un estudio que tiene riesgo menor al minimo de acuerdo a la Ley General de Salud,
por lo que no se solicitd firma de consentimiento informado. Se llevo a cabo previa
autorizacion del Comité de Investigacion y de Etica del Instituto Nacional de Pediatria.



VARIABLES DE ESTUDIO:

Independiente: Marcadores inmunohistoquimicos para neoplasia germinal intratubular
C-KIT y PLAP

Dependiente: Alteraciones en la diferenciacion sexual (disgenesia gonadal,
insensibilidad a andrégenos y desorden de la diferenciacion sexual ovotesticular).

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

o TRANSTORNO DE LA DIFERENCIACION SEXUAL OVOTESTICULAR
(TDSOT)

Definicion _Conceptual. Presencia en un mismo individuo de los dos tipos de
gonada, testiculo y ovario, cuyas estructuras deben de estar bien diferenciadas y
cuya funcion debiera ser normal. El genotipo mas frecuente es 46, XX, pero
también puede contener un cromosoma Y, pudiendo entonces ser 46, XY o
mosaico 46, XX/46, XY. Las gonadas pueden ser asimétricas (un testiculo y un
ovario, o una goénada masculina o femenina y un ovoteste, o simétrica, dos
ovotestes, siendo la mas frecuente la asimétrica). El fenotipo y el genotipo son
variables.

Definicion Operacional. Diagnostico anatomopatoldogico de desorden de la
diferenciacion sexual ovotesticular (DDSOT).

Escala: Cualitativa nominal dicotémica.
e DISGENESIA GONADAL MIXTA (DGM)

Definicion Conceptual. Pacientes con ambigledad de los genitales externos y
cuyas gonadas asimétricas contienen un testiculo con grados variables de
disgenesia en un lado y una goénada fibrosa indiferenciada en el otro. La génada
diferenciada en testiculo aunque sea disgenética ha producido testosterona
durante la vida fetal y ha virilizado parcialmente los genitales. Muchos presentan
anomalias gonosomicas, predominando el cariotipo 45, X0/46, XY, pero el
cariotipo puede ser 45, XO y 46, XY. El estudio bioquimico de la capacidad
secretora de las gdnadas proporciona resultados muy variables, que pueden ir
desde respuestas minimas de la testosterona a HCG, hasta respuestas dentro del
limite de la normalidad.

Definicion Operacional. Diagnéstico anatomopatolégico de disgenesia gonadal.

Escala: Cualitativa nominal dicotémica.
e INSENSIBILIDAD A ANDROGENOS (1A)

Definicion Conceptual. Falta de respuesta a andrégenos (tanto de testosterona
como de dehidrotestosterona), por alguna anomalia en el gen que codifica el
receptor de los androgenos. De la accion de los andrégenos durante la fase fetal
critica de diferenciacién de genitales externos e internos depende la diferenciacién
de los conductos de Wolff en el epididimo, deferente y vesiculas seminales por




accion directa de la testosterona, mientras que la diferenciacion de la préstata y de
los genitales externos depende de la DHT. La anomalia génica o mutacion del
receptor de andrégenos puede provocar una falta total o parcial de respuesta a los
androgenos.

Definicion Operacional. Diagnéstico anatomopatolégico de testiculo normal con
falta total o parcial de respuesta a andrégenos, cariotipo 46, XY y fenotipo
femenino.

Escala: Cualitativa nominal dicotémica.

e POSITIVIDAD C-KIT Y PLAP

Definicion Conceptual. Numero de células germinales positivas en tinciéon de
inmunohistoquimica en génadas.

Definicion Operacional. En tubulos se clasificara de manera cualitativa, de la
siguiente manera: 0, ninguna; +, algunas; ++, numero moderados; +++,
virtualmente todas las células se tifien.

Escala: Cualitativa nominal.
e NEOPLASIA GERMINAL INTRATUBULAR (NGIT)

Definicion Conceptual. Las células del carcinoma in situ tienen un diametro mayor
que las espermatogonias normales y los grandes nucleos usualmente contienen
multiples nucleolos. De manera comun se presenta infiltracion intersticial de
linfocitos. El parénquima testicular es frecuentemente atréfico y puede contener
signos de disgenesia con tubulos con diferenciacion incompleta vy
microcalcificaciones.

Definicion Operacional. Diagndstico anatomopatolégico de neoplasia germinal
intratubular  (NGIT) basada tanto en hallazgos morfolégicos como
inmunohistoquimicos.

Escala: Cualitativa nominal dicotémica.
CRITERIOS DE INCLUSION

- Muestras de tejido gonadal del archivo de patologia de pacientes pediatricos
del INP.

- Biopsias gonadales o gonadas resecadas de pacientes pediatricos.

- Diagndstico anatomopatolégico de disgenesia gonadal, insensibilidad a
androgenos y desorden de la diferenciacion sexual ovotesticular.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Ausencia de tejido gonadal para el estudio de inmunohistoquimica.



ASPECTOS ETICOS

Debido a que las muestras estan en parafina no se requiri6 de consentimiento
informado por escrito. Los procedimientos propuestos estuvieron de acuerdo con las
normas éticas, el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud y con la Declaracién de Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los
codigos y normas Internacionales vigentes para las buenas practicas en la
investigacion clinica. Ademas se procedidé con toda la seguridad y bienestar de los
pacientes, respetando cabalmente los principios contenidos en el Cédigo de
Nuremberg, la Declaracién de Helsinki y sus enmiendas, el Informe Belmont, el Cédigo
de Reglamentos Federales de Estados Unidos.

PLAN DE ANALISIS:

ANALISIS ESTADISTICO:

Se colectaron los datos de los expedientes clinicos en una hoja de recoleccion de
datos elaborada para tal fin. Se concentraron los mismos y se realizé analisis
estadistico descriptivo, con tablas y graficas de distribuciéon de frecuencias relativas y
absolutas debido a las variables cualitativas nominales, observando las asociaciones
de los objetivos planteados.Se emple6 estadistica descriptiva, con medidas de
tendencia central y de dispersién acordes a la distribucion de cada una de las
variables comparandose con lo publicado en la literatura. No se pudo realizar un
analisis estadistico muy extenso dado que el numero de muestras para el estudio es
pequefo y se trata principalmente de un estudio descriptivo.



RESULTADOS:

e Caracteristicas Demograficas

Se estudiaron 15 casos completos de pacientes con alteraciones en la diferenciacion
sexual, de los cuales un caso fue de disgenesia gonadal pura (6.66%), 5 casos de
disgenesia gonadal mixta (33.33%), 6 casos de desorden de la diferenciacion sexual
ovotesticular (40%) y 3 casos de insensibilidad a andrégenos (20%), de los cuales se
observaron que cuatro pacientes fueron diagnosticados con presencia de
gonadoblastoma (26.6%), tres de ellos con disgenesia gonadal mixta (DGM) y uno con
desorden de la diferenciacién sexual ovotesticular (DDSOT).

Diagnésticos de Pacientes con Alteraciones en la

Diferenciacion Sexual , )
DG - Disgenesia

Gonadal Pura

DGM - Disgenesia
Gonadal Mixta
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Sexual Ovotesticular.
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El promedio de edad de los pacientes al momento de la biopsia o de la gonadectomia,
con un intervalo de edad de 3 a 146 meses, fue a los 26.21 meses, por lo que si todos
los pacientes con alteraciones en la diferenciacién sexual tuvieran la misma edad al
momento de la exploracién quirurgica esta fue de 2 afios un mes de edad, mientras
que la mediana es de 7.5 meses en los pacientes, se encontré que al 68.27% de los
pacientes a los que se les realiz6 biopsia o gonadectomia la edad de estos
procedimientos fue entre el nacimiento y los de 68.81 meses, es decir 5.73 afos,
considerando la desviacion estandar de 42.6 meses, la cual se afecta dado que
existen al menos dos valores extremos en edad.

Grafico de cajas para evaluar edad de los pacientes al momento de la
biopsia 0 gonadectomia
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La edad promedio de los pacientes diagnosticados con gonadoblastoma fue de 45.75
meses (3.8 afnos) encontrandose en rango de edad desde 5 a 146 meses de edad (12
afnos 1 mes).

e Caracteristicas Clinicas:

Los pacientes con diagndstico de disgenesia gonadal presentaron las mismas
caracteristicas clinicas de criptorquidia unilateral e hipospadias, se puede observar en
las tablas 1 y 2 tanto el cariotipo como la respuesta hormonal a Hormona
Gonadotropina Coriénica, que parece no mostrar ninguna relaciéon con la positividad
de las tinciones de inmunohistoquimica (PLAP y C-KIT). Tres pacientes con
disgenesia gonadal mixta desarrollaron gonadoblastoma, de los cuales dos tenian
caracteristicas de neoplasia germinal intratubular en el estudio anatomopatolégico. Sin
embargo la positividad con PLAP fue muy leve en DGM, mientras que el C-KIT se

observé mayor positividad en aquellos casos diagnosticados con gonadoblastoma.

Tabla1. Caracteristicas clinicas de pacientes con Disgenesia Gonadal

Diagnostico Edad Presentacion | Cariotipo | Respuesta | Positividad | Positividad Observaciones
Px en clinica Hormonal PLAP (%) C-KIT (%)
meses HCG
DG 4 Criptorquidia 46 XY Negativa Negativa +++ Sin evidencia de
unilateral e neoplasia
hipospadia

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de pacientes con Disgenesia Gonadal Mixta

Diagnéstico Edad Presentaciéon | Cariotipo | Respuesta | Positividad | Positividad Observaciones
Px en clinica Hormonal PLAP C-KIT
meses HCG (%) (%)
DGM 7 Criptorquidia | 46XY/45 Negativa + + Sin evidencia de
unilateral , X0 neoplasia
hipospadia y
escroto en
chal
DGM 4 Criptorquidia 45 XO Negativa Negativa +en Sin evidencia de
unilateral e estroma neoplasia
hipospadia
DGM 21 Criptorquidia | 46XY/45 Positivo + + NEOPLASIA
unilaterale | XO GERMINAL
hipospadia INTRATUBULAR,
GONADOBLASTOMA




DGM 11 Criptorquidia | 46XY/45 Positiva + ++ GONADOBLASTOMA
unilaterale | XO
hipospadia
DGM 146 Criptorquidia | 46XY/45 Positivo Negativa +++ NEOPLASIA
unilateral XO GERMINAL
INTRATUBULAR,
GONADOBLASTOMA
En su mayoria los pacientes con diagnéstico de desorden de la diferenciacion sexual
ovotesticular presentaron criptorquidia unilateral e hipospadia, asi como crecimiento de
falo y escrotalizacion de labios en algunos casos, lo que se puede observar en la tabla
3. El cariotipo fue variable en pacientes con este diagndstico y la respuesta hormonal a
Hormona Gonadotropina Coridnica, no parece tener ninguna relacion con la positividad
de las tinciones de inmunohistoquimica (PLAP y C-KIT). Se evidencidé la presencia de
un paciente con HV que desarrollo Gonadoblastoma sin datos de NGIT. Llama la
atencion que en estos pacientes las tinciones con PLAP fueron poco positivas,
mientras que con C-KIT estas fueron mas positivas, sobre todo en las zonas con
ovotestes y como se ha mencionado en la literatura en nifios menores de un afio de
edad.
Tabla 3. Caracteristicas clinicas de pacientes con Desorden de la Diferenciacion
Sexual Ovotesticular
Diagnés Edad Presentacién | Cariotipo Respuesta Respuesta | Positivi | Positivi Observaciones
tico Px en clinica Hormonal Hormonal dad dad
meses HCG con PLAP C-KIT
Pergonal (%) (%)
DDSOT 12 Criptorquidia | 46,XX;47 Negativa Sin datos + + Sin evidencia de
unilateral, XXY; neoplasia
hipospadia y 46XY
falo con
cuerda
DDSOT 5 Labios 46XX Negativa Negativa - +en GONADOBLASTOMA
hiperpigment 6vulos
ados
escrotalizado
S

DDSOT 3 Criptorquidia | 46XX/47 | T =Negativa Negativa ++ ++ Sin evidencia de

Unilateral, XXY DHT= neoplasia
hipospadia y Positiva
falo (2cm)

DDSOT 8 Criptorquidia | 46XY/45 | T =Negativa Sin datos + + Sin evidencia de
unilateral e X0 DHT= neoplasia
hipospadia Positiva

DDSOT 6 Criptorquidia 46 XX Negativa Positiva - ++ Sin evidencia de
Unilateral, neoplasia

hipospadia y
falo (3cm)

DDSOT 3 Criptorquidia | 46XY/45 Negativa Sin datos + +++ Sin evidencia de
bilateral e X0 neoplasia
hipospadias

Los pacientes con insensibilidad a andrégenos presentaron un fenotipo femenino con
leve escrotalizacion de labios y solo en un caso presencia de falo pequefio, lo que




pudo deberse a una insensibilidad parcial. En la tabla 4 se puede observar que tanto el
cariotipo y la respuesta hormonal no parecen tener ninguna relacion con la positividad
de las tinciones de inmunohistoquimica (PLAP y C-KIT), notando que la tincién con

PLAP fue negativa en todas las génadas y solo levemente positivas con C-KIT.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de pacientes con Insensibilidad a Andrégenos

Diagnéstico Edad Presentacion Cariotipo Respuesta | Positivi | Positivi Marcador de
Px en clinica Hormonal dad dad severidad del
meses HCG PLAP c-Kit defecto

(%) (%)
IA 42 Labios 46 XY T= Positiva - + Sin evidencia
escrotalizados DHT= de neoplasia
, falo 3 cm. Negativa
IA 96 Fenotipo 46 XY Negativa - +en Sin evidencia
femenino interstic de neoplasia
io
1A 3 Fenotipo 46 XY T - - Sin evidencia
femenino, =Negativa de neoplasia
gonadas en DHT=
labios Positiva
escrotalizados

e Caracteristicas anatomopatologicas

Observamos que en las diferentes alteraciones en la diferenciacion sexual la tincion de
inmunohistoquimica que mas frecuentemente fue positiva fue el C-KIT, sobretodo en
aquellos pacientes con diagndstico de desorden de la diferenciacién sexual
ovotesticular entre los tres a los doce meses de edad, observando que en aquel
paciente en el que se diagnosticdé gonadoblastoma la edad al diagndstico fue de 5
meses. La positividad con PLAP fue leve y se observd solamente en tres pacientes
con HV.

Tincion de PLAP

Evaluacién de positividad de tincion de inmunohistoquimica con PLAP de acuerdo
Diagnéstico:

[DG (Disgenesia Gonadal), DGM (Disgenesia Gonadal Mixta), DDSOT (Desorden de
la Diferenciacion Sexual Ovotesticular), IA (Insensibilidad a Andrégenos)]

Diagnoéstico | Tincion Positiva | Positiva | Positiva Total
Negativa + ++ +++ Biopsias
DG 1 0 0 0 1
DGM 2 3 0 0 5
HV 2 3 1 0 6
1A 3 0 0 0 3
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Tincion de C-KIT

Evaluacion de positividad de tincién de inmunohistoquimica con C-KIT de acuerdo

Diagnéstico:

[DG (Disgenesia Gonadal), DGM (Disgenesia Gonadal Mixta), DDSOT (Desorden de

la Diferenciacion Sexual Ovotesticular), A

(Insensibilidad a Andrégenos)]

Positiva
+

Tincién
Negativa

Diagnostico

Total
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C-KIT Tubulos pequefios y tortuosos

DISCUSION RESULTADOS:

Se ha observado una asociacidon entre
diferenciacion sexual. La anormalidad mas

C-KIT + en ovario, - en tubulos (40X) en DDSOT

tumores gonadales y trastornos de la
frecuente que produce tumores de células

germinales es la disgenesia gonadal con la presencia de cromosoma Y, sin embargo
otros trastornos se han relacionado con presencia de neoplasia germinal intratubular
que incluyen al desorden de la diferenciacién sexual ovotesticular y el sindrome de

insensibilidad a andrégenos.



El diagnéstico de neoplasia germinal intratubular en nifos con trastornos de la
diferenciacion sexual es dificil, ya que de manera comun se observan en sus génadas
células germinales con morfologia atipica que parecen corresponder a un retraso en la
maduracién gonadal en lugar de una transformaciéon maligna, la cual puede
presentarse con expresion prolongada en génadas disgenéticas. En adultos es facil
hacer el diagnodstico de tumores invasivos, ya que existen marcadores de
inmunohistoquimica como el PLAP (Fosfatasa Alcalina Tipo Placentaria), C-KIT que es
un gen que codifica al factor receptor de células madre dependiente de actividad de
tirosin-cinasa y de OCT3/4 que es un factor de transcripcién que se involucra en la
regulacion de la pluripotencialidad, que de manera normal se expresan en células
germinales embridnicas que esta bien establecido que diagnostican NGIT y algunos
tumores germinales invasivos.

Recientemente se ha demostrado un rol especifico de OCT3/4 para la sobrevida de
células germinales primordiales previniendo la apoptosis prematura. OCT3/4 es un
factor de trascripcion, que normalmente es expresado en células madres y células
germinales embridnicas, es esencial en la regulacién de la diferenciacién y la
pluripotencialidad. Ademas OCT3/4 se encuentra presente de manera consistente en
varios tumores germinales, incluyendo la NGIT y el gonadoblastoma. En algunas
series se encuentra presente y con mayor expresion en pacientes menores de 9
meses de edad, nunca mas allda de esta edad. OCT3/4 se encuentra presente y
limitada a la region central de la génada, de manera que la células germinales se tifien
de manera homogénea y positiva para este marcador, por lo que se ha sugerido que
las células germinales que se tifien a nivel central con este marcador tienen una
maduracién retrasada, una vez que estas células se mueven a la membrana basal ,
pierden su pluripotencialidad y comienzan a diferenciarse, si esto no ocurre en células
positivas para OCT3/4, y si esta célula no se elimina a través de apoptosis, la
expresion clonal de esta célula pluripotencial puede originar una NGIT. Se expresa de
manera consistente en tumores de células germinales y puede jugar un rol importante
en la patogenia de su desarrollo. " Ademas se han desarrollado nuevas tinciones de
inmunohistoquimica para evaluar la expresion de la proteina Y testiculo especifica
(TSPY) en gonadoblastomas, esta proteina es codificada por el gen TSPY que se
piensa actualmente que es el gen responsable para el desarrollo del gonadoblastoma,
observando que se expresa con mayor intensidad en células germinales de testiculos
disgenéticos y en tejido condal indiferenciado, al ser comparado contra génadas
fetales y normales. Se piensa que TSPY se relaciona con la proliferacion premeiética
de las espermatogonias, aunque su funcion no esta clarificada. Existe evidencia
creciente de que TSPY es el gen candidato de cromosoma Y que lleva al desarrollo de
gonadoblastoma. ¥

Resumen de resultados de tinciones en diferentes patrones de diferenciacion
gonadal y en gonadoblastoma(GB) / disgerminoma (DG)*

Testiculo  Tejido Gonadal OvarioEstria GB DG
No Diferenciado

OCT3/4 + + - - + +
PLAP + + - - + +
C-KIT + + + - + +

TSPY + + + +++ - - +++  +/-




*Tabla adaptada de Cools M, Stoop H, Kersemaekers AM, Drop SL, Wolffenbuttel KP,
Bourguignon JP, Slowikowska-Hilczer J, Kula K, Faradz SM, Oosterhuis JW, Looijenga
LH. Gonadoblastoma arising in undifferentiated gonadal tissue within dysgenetic
gonads.J Clin Endocrinol Metab. 2006 Jun;91(6):2404-13. Epub 2006 Apr 11.

La diferencia en el patrén de expresion de C-KIT durante las etapas tempranas de la
gestacion entre las células germinales normales y las células de las alteraciones en la
diferenciacion sexual puede sugerir que el C-KIT es regulado por factores que se
involucran en la diferenciacion sexual. '® La expresion prolongada de C-KIT puede
reflejar un retraso en el desarrollo en las células germinales de trastornos en la
diferenciacion sexual. La persistencia de una expresion elevada de C-KIT en células
germinales puede ser un marcador de su falta de diferenciacion o dismadurez.

Los resultados sugieren que la presencia de células positivas para PLAP y C-KIT en
pacientes menores de un afio, y de acuerdo a la dismadurez esperada para este grupo
de edad es insuficiente para el diagnostico de NGIT en pacientes con alteraciones en
la diferenciacion sexual, ya que PLAP y C-KIT muestran expresion prolongada en
gbénadas disgenéticas y se expresan de manera normal en nifios después del
nacimiento. Las tinciones de PLAP y C-KIT son similares a OCT3/4 aunque muestran
menos consistencia. Por lo que se piensa que actualmente OCT3/4 en un buen
marcador para describir retraso en la maduracién y NGIT en pacientes con estados
intersexuales. Por lo que se deberan realizar mayor niumero de estudios prospectivos
para dar seguimiento a estos pacientes con trastornos de la diferenciacién sexual.



CONCLUSIONES:

1) ElI C-KIT como marcador de inmunohistoquimica fue mas especifico para
diagnostico de neoplasia germinal intratubular en aquellos pacientes con
gonadoblastoma con diagnéstico de disgenesia gonadal mixta, no siendo asi en el
caso del desorden de la diferenciacion sexual ovotesticular, en tanto que el marcador
de PLAP no fue especifico en ambos diagnosticos.

2) No parece observarse ninguna relacion entre los marcadores de
inmunohistoquimica PLAP y C-KIT con la respuesta hormonal a Hormona
Gonadotropina Coriénica (HGC) y el cariotipo en las diferentes anormalidades de la
diferenciacion sexual estudiadas, sin embargo quiza al incrementar el tamafo de la
muestra y hacer una valoracidon cuantitativa de la respuesta al test de HCG esta
relacion pudiera resultar significativa.

3) La tincidon que se observé presente en la mayoria de los diagndsticos (disgenesia
gonadal mixta, desorden de la diferenciacion sexual ovotesticular e insensibilidad a
androgenos) fue el C-KIT, inclusive predominando en el diagnéstico de desorden de la
diferenciacion sexual ovotesticular en presencia de ovotestes y en pacientes menores
de un afno de edad.

4) La presencia de células positivas para PLAP y C-KIT en pacientes menores de un
afio y de acuerdo a la inmadurez esperada para este grupo de edad es insuficiente
para el diagndstico de NGIT en pacientes con alteraciones en la diferenciacion sexual,
ya que PLAP y C-KIT muestran expresion prolongada en génadas disgenéticas y se
expresan de manera normal en nifios después del nacimiento hasta en el primer afio
de edad posnatal.

5) El diagnéstico de NGIT en nifios con alteraciones en la diferenciacion sexual es
dificil sobre todo en el primer afno de vida debido a que las células germinales en
pacientes con estos diagndsticos pueden parecer retraso en la maduracion gonadal en
lugar de transformacion maligna, por lo que se debe considerar el uso de otros
marcadores de inmunohistoquimica como el OCT3/4, de reciente aparicion, que es un
factor de trascripcion normalmente expresado en células madres y células germinales
embridnicas y que tiene mayor especificidad para el diagndstico de tumores
germinales incluyendo la NGIT y el gonadoblastoma, ya que la gonadectomia
profilactica y la deteccion oportuna pueden ser de gran beneficio para los pacientes
con anormalidades en la diferenciacion sexual.
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