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RESUMEN 

 

El Carcinoma in situ Testicular (CISt), es una lesión histológica que precede al tumor de 

células germinales testiculares (TGCT)  y tiene como factor de riesgo a la criptorquidia. Se 

sugiere que los gonocitos son los responsables del desarrollo de esta patología. El 

mecanismo de progresión del CISt no ha podido ser descrito debido a que no existe un 

modelo animal que se apegue a la fisiopatología humana.  

Objetivo. Desarrollar un modelo de Carcinoma in situ  testicular en conejo chinchilla con 

administración de estradiol. 

Material y métodos. Se utilizaron conejos de la raza chinchilla distribuidos en dos grupos: 

control y con administración de estradiol. Determinamos las alteraciones histológicas 

testiculares y por inmunohistoquímicas e identificamos proteínas (POU5F1 y c-Kit) 

empleadas como biomarcadores  para el diagnóstico de CISt.  

Resultados. En el grupo control se presento descenso testicular y espermatogénesis 

completa. Las proteínas biomarcadoras fueron negativas. En los conejos con estradiol, los 

testículos no descendieron, los gonocitos no se diferenciaron a espermatogonias y se 

identificaron lesiones histológicas propias del CISt, con positividad a POU5F1y c-Kit. 

Conclusiones. El conejo es un modelo ideal para estudiar el desarrollo del CISt, en el cual 

se pueden observar las características histológicas y los marcadores propios de esta 

patología. Los gonocitos persistentes pueden ser los responsables del establecimiento y 

desarrollo del CISt y su progresión hacia el tumor de células germinales testiculares. 
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ABSTRAC 

 

Testicular Carcinoma in situ (CISt), is a histological lesion that precedes testicular germ cell 

tumors (TGCT) with cryptorchid as the absolute risk factor (where cryptorchidism is 

predominantly the unique risk factor or where cryptorchid is the absolute risk factor). It 

was suggested that the gonocytes are responsible for the development of this pathology. 

Nevertheless, nobody has been able to describe the mechanism underlying the 

progression of CISt due to lack of an animal model with strictly physiological similitude to 

that of human beings.  

Objective. To describe the development of CISt in Chinchilla rabbit by (with the) 

administration of estradiol.  

Material and methods. 24 chinchilla rabbits were evenly distributed into two groups: 

control group and estradiol group. The determination of histological alterations and 

POU5F1 and c-kit proteins employed as biomarkers for the diagnosis of CISt were carried 

out.  

Results. Testicular descent and complete spermatogenesis were observed in the control 

group. The protein biomarkers were negative. However, in the rabbits treated with 

estradiol, the testes remained undescended with the gonocytes undifferentiated to 

spermatogonias. There were histological lesions owing to CISt and positive to POU5F1 and 

c-kit proteins.   

Conclusion. Chincilla rabbit is an ideal model to study CISt development in which the 

histological characteristics and biomarkers of the disease itself could be clearly observed. 

The persisting gonocytes could be responsible for the development of CISt.  

 

Key word: Testicular Carcinoma in situ, POU5F1, c-Kit, rabbit, animal model. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1  Definición de Cáncer 

El cuerpo de un animal lo podemos contemplar como una sociedad, cuyos miembros son 

células, que se reproducen por división celular y están organizadas en conjuntos de células 

que colaboran entre sí, denominados tejidos. En un cuerpo sano esta sociedad es muy 

particular, ya que el autosacrificio, más que la competencia, es la norma. Cualquier 

mutación que origine un comportamiento no altruista de miembros individuales de la 

cooperativa, arriesga el futuro de la totalidad del organismo. Por lo tanto, la mutación, la 

competencia y la selección natural actuando dentro de la población celular, en los 

organismos pluricelulares son los ingredientes básicos del cáncer: una enfermedad en la 

que las células mutadas empiezan a prosperar a expensas de sus vecinas, pero que 

finalmente destruyen toda la sociedad celular y mueren (Alberts  et. al., 2010).  

1.1.1 Definición de Cáncer Testicular 

Desde el punto de vista celular,  se denominan células cancerosas, a las  células anormales 

que crecen  y proliferan más de lo habitual, que producen un tumor o neoplasia (Alberts 

 et. al., 2010).  

 

El cáncer testicular surge en el epitelio seminífero, o en las células intersticiales del  

testículo (Practice Guidelines in Oncology. www.nccn.org). Puede originarse a partir de 

células germinales, células de Leydig o células de Sertoli. 

 

El cáncer testicular puede tener como primeros signos y sintomas, aumento en el volumen 

escrotal, palpación de una masa  endurecida e indolora, hidrocele y hernias; estos datos 

ayudan al diagnóstico (Tibor et. al., 2013). 

Más del 90% de los tumores cancerosos de testículo son de células germinales; por esta 

razón también se utiliza el término  tumor de células germinales testiculares (TGCT, por 

sus siglas en inglés) (McGlynn & Trabert, 2012). 
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La lesión precursora del TGCT se denomina, Carcinoma in situ (CISt) o neoplasia 

intratubular de células germinales (NICG). Esta lesión solo se puede identificar al 

microscopio. En esta etapa la neoplasia aún no es invasiva y generalmente no causa 

síntomas. La única manera de diagnosticar un CISt es mediante biopsia (American Joint 

Committee on Cancer. www.ajcc.org).  

 

En muchos países se considera al cáncer testicular como la neoplasia más común en 

adultos jóvenes, entre los 15 y 40 años de edad (Chia et. al., 2010). En contraste con datos 

estadísticos pediátricos, se reporta que en Estados Unidos de Norte América la incidencia 

anual es de 5.9/100,000 niños menores de 15 años de edad, con pico de incidencia en los 

primeros 3 años de vida; representando esto el 2% de los tumores pediátricos (Pohl et. al., 

2004; Walsh et. al., 2008). En nuestro país, según el Globocan, la incidencia en rango de 

edad entre los 15 y 39 años es de 9.2/100,000 habitantes, superando incluso a las 

leucemias, las cuales representan 4.6/100,000 para este rango de edad. 

 

Clasificar los tumores testiculares no ha sido fácil, esto se evidencia con los múltiples  

tipos de clasificaciones existentes. Se han realizado en base a criterios histopatológicos, de 

tipo celular etiológico y  otros. A continuación se menciona la clasificación patológica 

recomendada por la Organización Mundial de la Salud (OMS). 

1.1.2 Clasificación Histológica del Cáncer Testicular 

La siguiente clasificación de tumores de células germinales testiculares malignos (cáncer 

de testículo) es la utilizada por la OMS (Eble et. al., 2004).  

A. Neoplasia intratubular de células germinales, no clasificada (NICG). O también 

llamada CISt. 

B. Tumor de células germinales puras (que presenta un solo tipo de célula) maligno: 

1. Seminoma. 

2. Carcinoma embrionario. 

3. Teratoma. 

http://www.ajcc.org/
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4. Coriocarcinoma. 

5. Tumor del saco vitelino. 

C. Tumor mixto de células germinales (que presenta más de un patrón histológico) 

maligno: 

1. Carcinoma embrionario y teratoma, con seminoma o sin este. 

2. Carcinoma embrionario y tumor del saco vitelino, con seminoma o sin este. 

3. Carcinoma embrionario y seminoma. 

4. Tumor del saco vitelino y teratoma, con seminoma o sin este. 

5. Coriocarcinoma y cualquier otro elemento. 

D. Poliembrioma. 

1.1.3  Clasificación para Tumores De Células Germinales 

Hay dos tipos principales de tumores de células germinales testiculares (TGCT): 

 Seminomas. 

 No seminomas (o mixtos). 

 

Muchos tumores testiculares contienen células no seminomatosas y células 

seminomatosas. Estos tumores con células germinales mixtas se tratan como no 

seminomatosos, debido a que crecen y se propagan como tales. Es decir, son 

considerados de mayor facilidad a la metástasis. 

 

Para los clínicos, es importante distinguir entre estos dos tipos, porque tienen diferentes 

tratamientos y  distintos pronósticos (Practice Guidelines in Oncology. www.nccn.org 

American Cancer Society). 

1.1.3.1 Seminomas 

Se trata de es un tumor blando, de textura regular, color gris rosado. Histológicamente es 

uniforme y se puede identifica a las células del carcinoma in situ (Kristensen et. al., 2008). 
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Tienden a crecer y a propagarse más lentamente que los no seminomas. Los dos subtipos 

principales de estos tumores son los seminomas clásicos (o típicos) y los seminomas 

espermatocíticos.  

 

Seminoma clásico: Más del 95% de los seminomas son clásicos. Normalmente éstos se 

presentan en hombres entre las edades de 25 y 45 años. 

 

El patrón microscópico del seminoma clásico (figura 1) se caracteriza por la existencia de 

lóbulos con una proliferación de células de aspecto homogéneo con citoplasma amplio y 

claro. El estroma tumoral presenta finos tractos conectivos que delimitan lóbulos. En 

dichos tractos se concentra un infiltrado de linfocitos T y células plasmáticas. Una 

característica frecuente en el seminoma, es la extensión de las células tumorales entre los 

túbulos seminíferos (Tickoo et. al., 2002; Huihui  & Ulbright, 2012). 

 

Figura 1: Seminoma clásico. Tomado de Huihui & Ulbright, 2012 (hematoxilina y eosina 400X). 

Seminoma espermatocítico: Este tipo de seminoma es poco común y tiende a presentarse 

en los hombres de edad avanzada. Los tumores espermatocíticos tienden a crecer más 

lentamente y tienen menos probabilidad de propagarse a otras partes del cuerpo en 

comparación con los seminomas clásicos. 
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1.1.3.2 No seminomas 

Estos tipos de tumores de células germinales usualmente se presentan en hombres que 

están en los últimos años de la adolescencia y a principios de los 30's.  

Existen cuatro tipos principales de tumores no seminomas: 

 Carcinoma embrionario. 

 Carcinoma de saco vitelino. 

 Coriocarcinoma. 

 Teratoma. 

La mayoría de los tumores son una mezcla de dos o más tipos diferentes (algunas veces 

también con un componente seminomatoso). Todos los tumores no seminomatosos se 

tratan de la misma manera. 

 

Carcinoma embrionario: Es poco frecuente que se presente de forma pura (<3%), la 

mayoría de las veces se encuentra combinado con otras variedades histológicas (44% de 

los casos). Se trata de un tumor compuesto por células embrionarias pleomórficas con 

núcleo vesicular, nucléolo prominente y abundante citoplasma. Estas células son 

indiferenciadas y totipotenciales, con capacidad para diferenciarse en componentes de las 

tres capas embrionarias, o hacia derivados extraembrionarios, como trofoblasto  o bien a 

un tumor de saco de Yolk (Mostofi & Sesterhenn, 1985).  

 

Para el diagnostico histopatológico, se deben realizar inmunohistoquímicas y su perfil 

inmunohistoquímico, se comporta de la siguiente forma. Positividad a AE1/AE3 y CD30. 

Negatividad a CD117  y D2-40. 

 

Carcinoma del saco vitelino: Sus células suelen estar aplanadas con diferentes tamaños 

nucleares, desde núcleos grandes vesiculares con citoplasmas amplios hasta núcleos 

aplanados y excéntricos. Se Pueden distinguir diferentes patrones histológicos (Ulbright, 

1993). 
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El estudio histológico puede evidenciar la presencia de cuerpos embrioides que 

corresponde a mesénquima vascular central rodeado de epitelio endodérmico (Ulbright 

et. al., 1986). 

Su perfil inmunohistoquímico, para diagnostico histopatológico es el siguiente: Positividad 

a AE1/AE3 y glypican-3. Negatividad a OCT3/4. 

 

Coriocarcinoma: Microscópicamente su arquitectura suele recordar a la placenta, 

observándose espacios vasculares hemorrágicos alrededor de los cuales se disponen los 

elementos del citotrofoblasto, compuesto de células aisladas mononucleadas con atipias 

nucleares y citoplasma abundante con vacuolas. (Mostofi & Sesterhenn, 1985).  

Perfil inmunohistoquímico: Negatividad a OCT3/4 y PLAP. 

Teratoma: Los teratomas son tumores de las células germinales con áreas que, al 

observarse en un microscopio, se asemejan a cada una de las tres capas de un embrión en 

desarrollo (Ulbright & Srigley, 2001).  

1.2  Marcadores Tumorales para el Diagnóstico del Tumor de Células Germinales 
Testiculares 

Las células germinales de los tumores de testículo producen glicoproteínas de origen 

embrionario que ayudan al diagnóstico, diferenciación y seguimiento postquirúrgico; 

además de que determinan el riesgo de recaída de la enfermedad (Oosterhuis & 

Looijenga, 2005; Carver & Sheinfeld, 2008). 

 Alfafetoproteína (AFP): Es un glicoproteína de alto peso molecular producida en hígado, 

saco vitelino e intestino fetales. Mientras que en el adulto sano sus niveles séricos se 

encuentran en niveles muy bajos (< 5-10 ng/ml), en los TGCT, principalmente en el 

carcinoma embrionario, se eleva en un 72%. Es importante resaltar que nunca se eleva en 

el seminoma clásico (Oosterhuis & Looijenga, 2005; Einhorn et. al., 2007). 

 Gonadotropina coriónica (HCG): Esta glicoproteína es de bajo peso molecular, esta 

compuesta por las subunidades alfa y beta. Se produce normalmente en la placenta 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oosterhuis%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Looijenga%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oosterhuis%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Looijenga%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
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durante el embarazo, siendo sus valores normales menores a 10-15 ng/ml. Está 

aumentada en el 5% al 10% de los seminomas y en el 100% de los coriocarcinomas 

(Oosterhuis & Looijenga, 2005; Einhorn et. al., 2007). 

Lactato deshidrogenasa (LDH): Su elevación está en relación con el tamaño y la 

proliferación tumoral. Se eleva en el 60% de los TGCT no seminomatosos y en el 80% de 

los seminomatosos (Oosterhuis & Looijenga, 2005; Einhorn et. al., 2007). 

 
1.3 Patogenia del Carcinoma in situ Testicular. 

Hasta hoy en día, el establecimiento y mecanismo de desarrollo del CISt no ha podido ser 

descrito debido a que no existe un modelo animal que se apegue a la fisiopatología y a la 

condición clínica  del humano (Garner et. al., 2008). 

1.3.1 Etiología del Carcinoma in situ Testicular. 

Algunas teorías señalan al gonocito como protagonista en el desarrollo del CISt  al 

mantenerse indiferenciado y pluripotente. 

Las células germinales primordiales una vez que migran y se establecen en la cresta genital 

se denominan gonocitos, los cuales maduraran a espermatogonias (Runyan et.al., 2006; 

Looijenga, 2009). Durante este proceso de maduración se presenta  una regulación a la 

baja de marcadores embrionarios o proteínas de pluripotencialidad. Incluso se ha 

demostrado que se mantiene durante los primeros meses post parto para el caso de 

humanos (Vigueras et. al., artículo en revisión) y hasta los primeros 60 días post parto en 

conejos (datos de esta tesis). 

1.3.2 Transformación hacia la malignidad de los gonocitos a Carcinoma in situ 

Testicular 

Los tumores de células germinales testiculares (TGCT), comparten características con las 

células germinales primordiales/ gonocitos, se ha propuesto que todos los TGCT surgen de 

una lesión precursora el CISt o NICG.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oosterhuis%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Looijenga%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oosterhuis%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Looijenga%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15738984
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Esta hipótesis se basa en múltiples estudios, donde se han examinado la lesión CISt, la 

presencia de  células germinales fetales y neonatales, como los gonocitos y se ha 

identificado que comparten marcadores como: C-KIT, NANOG y POU5F1  (Jorgensen et.al., 

1995;  Rajpert-De Meyts et.al., 2004; Rajpert-De Meyts et.al., 2006; Rajpert-De Meyts et.al., 

2007; Mitchell RT et. al., 2014; Vigueras in press 2014). 

1.3.3 Histomorfología del Carcinoma in situ Testicular 

Se caracteriza por la presencia de células atípicas, las cuales se localizan adosadas a la 

membrana basal de los tubos seminíferos, que presentan engrosamiento, y  en los cuales, 

generalmente está detenida la espermatogénesis.  Las células atípicas, son grandes con 

citoplasma claro, abundante glicógeno y son PAS positivo. Su núcleo es grande y central  

con cromatina densa, nucléolo prominente. A nivel del epitelio seminífero en esta lesión 

también se identifica un desplazamiento de las células Sertoli hacia la zona central de los 

tubos y la presencia de abundantes mitosis (Huihui & Ulbright, 2012) (figura 2). 

 
Figura 2: Histología testicular con CISt.  
Se observan características propias de esta lesión: Presencia de células atípicas (flecha); engrosamiento de la 
membrana basal (cabeza de flecha), desplazamiento de las células de Sertoli hacia la zona central del cordón 
seminífero (asterisco) (Tomado de Huihui Ye et. al., 2011. Hematoxilina y eosina, 600X). 

 

1.3.4 Genética y Epigenética 

Respecto a su estado epigenético existen fuertes similitudes entre los TGCT, las células 

germinales primordiales (PCG) y los gonocitos (Okamoto & Kawakami 2007; Okamoto 2012;  

* 
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Van Der Zwan et. al., 2013; Kristensen et. al., 2013). En el caso de los tumores 

seminomatosos se identifica hipometilación, al igual que en las PCG y la lesión CISt. En los 

carcinomas embrionarios se muestran niveles más altos de metilación (Smiraglia et. al., 

2002; Wermann et. al., 2010); que para el caso de este tumor se refleja probablemente en 

un proceso de metilación de novo, durante la progresión tumoral, indicando una reversión 

a una célula madre embrionaria más hipermetilada. 

 

También se ha propuesto que durante su progresión, los TGCT podrían tener pérdidas o 

ganancias cromosómicas heterogéneas que determinan un estado triploide. Se han 

identificado ganancias en el brazo corto del cromosoma 12. Esta aberración podría ser 

funcionalmente relevante en la patogénesis de estos tumores (Mostert et. al., 1998; 

Looijenga et. al., 2003; Almstrup et. al., 2005; Korkola et. al., 2006), esta hipótesis se ha 

fundamentado en el hecho de que se indujo a células madre pluripotentes con ganancia 

en el cromosoma 12, y esto podría estar demostrando una ventaja selectiva durante la 

reprogramación y el aumento de potencial tumorigénico (Draper et. al., 2004; Mayshar et. 

al., 2010) 

1.4  Factores de Riesgo para el Desarrollo de Carcinoma in situ Testicular 

1.4.1 Criptorquidia 

Los pacientes con criptorquidia, presentan un riesgo de cáncer  entre 35 y 48 veces mayor  

comparados con la población general (Leissner  et. al., 1999; Abaci et. al., 2013). Un total 

del 10% de los cánceres testiculares se asocian con testículos no descendidos (Leissner et. 

al., 1999; Gapany et. al., 2008). El riesgo de generación maligna es mayor en los pacientes 

con testículos abdominales (Kaefer 2004). Aunque algunos autores han mencionado que 

el riesgo de malignidad no se reduce con la orquidopexia temprana (Mouriquand 2008); 

también se ha informado que el riesgo de malignidad se incrementa aún más en pacientes 

que no se someten a orquidopexia durante el período prepuberal (Walsh et. al., 2007). El 

riesgo de malignidad es 32 veces mayor en los pacientes sometidos a orquidopexia antes 

de que cumplan 11 años (Docimo et. al., 2000; Kaefer 2004).  
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1.4.2 Factores genéticos 

Un aumento de riesgo hasta 76 veces en hombres gemelos (Kratz et. al., 2010) y de 25 

veces en pacientes con tumor contralateral (Dieckmann & Pichlmeier 2004) muestra al 

componente genético como uno de los factores de riesgo en la patogénesis del TGCT. Se 

identificaron polimorfismos en el cromosoma Y (gr/gr microdeleción) (Nathanson et. al., 

2005; Linger et. al., 2007), en receptores de FSH (Ferlin et. al., 2008) y andrógenos 

(Vastermark et. al., 2011). 

También se han identificado múltiples locis de varios genes implicados en diversas 

funciones, por ejemplo: las relacionadas con el metabolismos de hormonas esteroides 

(Ferlin et. al., 2010; Kristiansen et. al., 2011), de los estrógenos (Starr et. al., 2005; Brokken 

et. al., 2012), de la regulación de gonadotropinas (Purdue et. al., 2008), señalización de 

cAMP (Horvath et. al., 2009), entre otras. 

1.4.3 Factores ambientales  

El abrupto aumento en la incidencia de los tumores de células germinales testiculares de 

los países occidentales, no puede ser explicado con factores genéticos, por lo tanto,  llama 

la atención la importancia de los factores relacionados con el medio ambiente (Horwich et. 

al, 2006; Looijenga 2009). Esto está fuertemente apoyado en estudios con migrantes de 

primera generación que muestran  aumento en la incidencia, después de la migración 

hacia países con una alta incidencia  de TGCT (Levine et. al.,  2013).  

 

El denominador común propuesto en muchos factores de riesgo ambientales, es la  

exposición fetal o perinatal a disruptores endocrinos (estrógenos y/o antiandrógenos). 

Esta hipótesis se apoya con lo observado en los años 70’s, en hijos de mujeres expuestas a 

dietilestilbestrol (DES) durante el embarazo (Niculescu 1985; Sharpe & Skakkebaek 1993); 

los cuales presentaron múltiples alteraciones en el desarrollo de genitales, infertilidad, 

entre otros. 
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Estos disruptores endocrinos presentes en nuestra vida diaria, por ejemplo, los 

alquilfenoles, que actúan como estrógenos, con los cuales se ha estudiado que in vitro, 

estimulan la proliferación de líneas celulares de seminomas  (TCAM-2), posiblemente a 

través de la modificación de la maquinaria epigenética (Eui-Man et. al., 2010; Ajj et. al., 

2013). 

1.5  Disruptores Endocrinos 

Skakkebaek et. al., (2001) sugieren que el aumento en la incidencia de los problemas en el 

tracto reproductor masculino que incluyen, el incremento en la incidencia del cáncer 

testicular, criptorquidia, hipospadias, así como disminución en el conteo y calidad 

espermática, son signos de una entidad con base fisiopatológica común a la que 

denominaron Síndrome de Disgenesia Testicular (TDS). La propuesta de este grupo de 

investigadores es que en la etapa fetal, durante el desarrollo del tracto reproductivo, 

variaciones sutiles de las concentraciones hormonales pueden dar lugar a lesiones que van 

a conducir a una disfunción orgánica y en última instancia, llegar a la enfermedad clínica. 

Sugieren que la etiología de este síndrome se da a partir de la exposición a disruptores 

endocrinos (sustancias con actividad estrogénica), en etapas críticas durante el desarrollo, 

la denominaron hipótesis del estrógeno (Sharpe & Skakkebaek 1993). 

 

Las etapas durante el desarrollo, donde se presenta la diferenciación y proliferación de las 

células responsables de la fertilidad a nivel testicular, así como la maduración del eje 

hipotálamo – hipófisis – gonada son considerados susceptibles a distintas influencias 

ambientales, como la nutrición y exposición materna durante el embarazo y/o la lactancia. 

Como ya se mencionó, la creciente prevalencia en subfertilidad masculina asociada a baja 

calidad espermática y la alta incidencia del cáncer testicular; estas alteraciones se asocian 

a exposición prenatal y en general durante periodos críticos del desarrollo a estos 

compuestos denominados disruptores endocrinos. 

 

La Organización Mundial de la Salud ha establecido la siguiente definición para disruptor 

endocrino: sustancias exógenas que pueden actuar como agonistas o antagonistas 
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hormonales alterando la síntesis, almacenamiento y metabolismo hormonal (Crisp et. al., 

1998; Johnson & Harvey, 2002), que tienen la capacidad de actuar en organismos intactos, 

así como en su descendencia (Anway & Skinner, 2006). 

 

Los disruptores endocrinos pueden interferir en la función hormonal de las siguientes 

maneras (Crisp et. al., 1998; Johnson & Harvey, 2002; Endocrine disrupter research. 

European Comission, 2010 http://ec.europa.eu/):  

 Imitando la acción de una hormona natural, y de esta manera poniendo en 

marcha reacciones químicas similares en el cuerpo.  

 Bloqueando los receptores hormonales de las células e impidiendo la acción 

normal de las hormonas.  

 Influyendo sobre la síntesis, el transporte, el metabolismo y la excreción de 

hormonas y, por lo tanto, alterando la concentración natural de estas.  

 Pueden imitar (mimetizar) la actividad biológica de una hormona mediante 

la unión a un receptor celular, que conduce a una respuesta injustificada mediante 

el inicio de la respuesta normal de la célula a la hormona natural en el momento 

equivocado o en una medida excesiva (efecto agonista). 

 Pueden unirse al receptor pero no activarla. En cambio, la presencia de la 

sustancia química en el receptor va a evitar la unión de la hormona natural (efecto 

antagonista). 

 Pueden unirse a las proteínas de transporte en la sangre, alterando así las 

cantidades de hormonas naturales que están presentes en la circulación. 

 Pueden interferir con los procesos metabólicos en el cuerpo, que afectan a 

la síntesis o tasas de descomposición de las hormonas naturales. 

 

De forma paralela también se ha propuesto el término “programación durante el 

desarrollo” que define al proceso mediante el cual condiciones adversas durante las 

etapas tempranas de la vida, ya sea fetal o postnatal, incrementan la susceptibilidad a 

padecer enfermedades en la edad adulta (Barker 2004; Hales & Barker, 2001; Gluckman & 
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Hanson, 2004). Concepto fundamentado en estudios epidemiológicos retrospectivos en 

diversas poblaciones humanas, las cuales, relacionan el bajo peso al nacimiento con 

patologías como: la hipertensión (Godfrey et. al., 1993) enfermedades coronarias (Barker 

2002), diabetes tipo 2, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa (Hales & Barker, 

2001) y obesidad (Ravelli et. al., 1979), entre otras. Con base en este tipo de 

investigaciones se propone que las principales enfermedades del adulto se originan en los 

estadios más tempranos de la vida. El crecimiento y desarrollo fetal, postnatal e infantil 

constituyen los periodos de mayor plasticidad celular y dependen en gran medida, 

además del componente genético, del ambiente intrauterino y neonatal en el que se 

desenvuelve el individuo (Hales & Barker, 2001; Gluckman & Hanson, 2004). 

 

En consecuencia, las etapas fetal y postnatal son las de mayor riesgo en la programación 

de la salud y la enfermedad. La exposición materna a diferentes perturbaciones durante el 

embarazo y lactancia, tiene consecuencias adversas en el fenotipo de su descendencia 

(Hales & Barker, 2001; Gluckman & Hanson, 2004).  

1.6  Modelos de Estudio para Tumor de Células Germinales Testiculares 

Han transcurrido 14 años desde que Skakkebaek y sus colaboradores propusieron el 

término, Síndrome de Disgenesia Testicular y lo relacionaron con la “hipótesis del 

estrógeno”, no han sido vanos y seguramente, a la par del correr de estos años, gran 

cantidad de esfuerzo en investigación ha sido dedicada a la etiología del cáncer testicular 

por influencias endocrinas exógenas (disruptores endocrinos). Sin embargo, la realidad es 

que la comprensión respecto al papel que tienen los disruptores endocrinos en la etiología 

de los TGCT, es aun limitada debido a la escasez de un modelo animal que se apegue a la 

condición clínica y fisiopatológica de esta condición (Jiang y Nadeau, 2001). 

 

Una serie amplia y heterogénea de estudios se han reportado en relación con los posibles 

modelos animales para el CISt, que se producen de manera espontánea y/o inducida por 

manipulaciones de laboratorio. Los principales se describen a continuación:  
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1.6.1 Caenorhabditis elegans 

C. elegans es un modelo que provee información tanto del desarrollo normal, como del 

estudio del TGCT (Berry et. al., 1997; Subramaniam & Seydoux, 2003). Estos nematodos 

knock outs para la proteína PUF, la cual es crucial para completar la meiosis de las células 

de la línea germinal, generan des-diferenciación, dando lugar a los tumores compuestos 

por células germinales indiferenciadas. También en esta especie se ha estudiado a GLD-1 y 

la cual al no estar presente, se forma la ciclina E y esta provoca repetidos re-ingresos hacia 

la activación de la proliferación celular. Se ha identificado que se produce una transición 

de la línea germinal hacia linajes somáticos (Biedermann et. al., 2009), proceso conocido 

como reprogramación. En otras palabras, en esta especie se pueden presentar dos 

variantes de tumor de células germinales testiculares, el de similitud con la línea germinal 

y el teratoma, que es el resultado de la transición al linaje somático (Berry et. al., 1997; 

Subramaniam & Seydoux 2003; Biedermann et. al., 2009). 

1.6.2 Drosophila  melanogaster  

Así como C. elegans, D. melanogaster también ha demostrado ser una fuente de 

información relevante relacionada con el desarrollo normal y aberrante, incluyendo el 

comportamiento de células germinales, formación gonadal (Jaglarz & Howard, 1994; Tran 

et. al., 2000; Decotto & Spradling, 2005) y TGCT (Gonczy et. al., 1997; Hime et. al., 2007). 

En este modelo se ha identificado a la ciclina E, relacionada con la regulación del ciclo 

celular, de las células germinales normales (Knoblich et. al., 1994).  Se ha encontrado que 

los péptidos similares a la insulina, influenciados por la dieta, dirigen el ciclo celular, de la 

línea germinal, a la fase G2 bajo control de vías de señalización PI3K y FOX.  

 

De la misma manera la transición relacionada con la fase G1 del ciclo celular, se ve 

influenciada por la dieta. En este modelo también se ha corroborado la importancia que 

tiene el nicho de las células germinales para que estas maduren apropiadamente; en otras 

palabras, un sutil desequilibrio entre inducción e inhibición de factores en el nicho de las 

células germinales, determina el destino de esta células (Srinivasan et. al., 2012). 
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En contraste, el tumor de células germinales en este animal, muestra similitudes 

histológicas al de la línea germinal y se activan ante vías de señalización similares, lo que 

sugiere que es una respuesta intrínseca de las células germinales, independiente del 

nicho. Además, PTEN, LKB1 y la AMPK se encuentran para regular la proliferación de las 

células germinales primordiales en esta especie (Narbonne & Roy 2006).  

1.6.3 Pez cebra 

Weidinger et. al., (2003) identificaron en peces cebra,  la mutación ter, en el gen “den 

end”; 2 años después en el centro de investigación de cáncer, en la Universidad de Texas, 

Kirsten et. al., (2005) demostraron que este gen está implicado en el desarrollo testicular 

normal, pero que sus mutaciones incrementan la incidencia de cáncer testicular, en este 

modelo animal. Posteriormente Neumann et. al., (2011) utilizando este pez cebra y 

manipulación genética, demuestran que la inactivación de ALK6, el cual es un receptor 

para el BMP, activa la ruta Smad de las células germinales e identificaron tumores con 

características de células germinales pre-meioticas (Neumann et. al., 2011a; Neumann et. 

al., 2011b). 

1.6.4 Murinos (Mus musculus)  

1.6.4.1 Cepa 129 

Los estudios iniciales sobre los tumores de células germinales en ratón se realizaron por 

Stevens, quien demostró que la cepa de ratón 129 tiene específicamente una alta 

tendencia a desarrollar teratomas, procedente de células germinales embrionarias 

(Stevens, 1970; Stevens & Varnum, 1974; Walt et. al., 1993).  

 

De hecho, este es el modelo que siempre incluye la pérdida de características de las 

células germinales, y la ganancia del perfil de linaje somático como parte del proceso de la 

tumorigénesis. Estos experimentos iniciaron una gran serie de estudios muy interesantes, 

por ejemplo, la susceptibilidad específica de la cepa 129, para el desarrollo de tumores de 

http://es.wikipedia.org/wiki/Mus_musculus
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células germinales, lo asociaron genéticamente con Ter (Kedde et. al., 2007), y lo llamaron 

NOM (Dead End o dnd) (Youngren et. al., 2005). Curiosamente, dnd está implicado en la 

regulación de la generación de miRNAs maduros (Ketting, 2007). Más recientemente, una 

interacción entre Dnd y la unidad de unión al ARN del complejo  ApoB lo demuestra 

(Nelson et. al., 2012). Esta es la regulación de los riesgos reales para el desarrollo de 

teratomas de manera transgeneracional. También, se ha reportado que el c-Kit y su 

ligando están involucrados en el desarrollo de estos tipos de teratomas en la cepa 129 

(Heaney et. al., 2008).  

 

La pérdida del ligando de c-Kit no tiene efecto sobre la formación de tumores, mientras 

que la pérdida de la variante unida a la membrana aumenta el riesgo. Esto es de 

importancia en el contexto de la función de esta vía en particular, en la migración, la 

proliferación y la supervivencia de las células germinales primordiales en el ratón (Runyan 

et. al., 2006; Wylie, 1999).  

En este modelo también se ha demostrado que el IGF-1 es secretado por las células de 

Leydig y que es un determinante clave en la retención de la pluripotencialidad de la línea 

germinal, que se caracteriza por la expresión de Oct 3/4, Blimp-1 y Nanog (Huang et. al., 

2009). Este sistema funciona a través de la vía PI3K.  

 

En este modelo, el ratón 129, inicialmente los TGCT, se desarrollaron de forma 

espontánea (Stevens & Hummel, 1957; Stevens, 1967). También se muestra la 

diferenciación anormal de las células germinales y focos tumorales desde el día 15 

embrionario (Stevens, 1962), los cuales se detectan visiblemente antes de la pubertad. Por 

tanto, se sugiere que las condiciones que conducen a la iniciación de estas lesiones 

difieren de la enfermedad humana que surge clínicamente con la pubertad. Además, la 

incidencia del tumor testicular en el ratón 129/mutación ter, no parece estar influenciado 

por la exposición a disruptores endocrinos. No obstante, esta cepa se ha utilizado para 

identificar factores genéticos que influyen  en el desarrollo de tumores de células 

germinales (Stevens, 1967b; Pesce et. al., 1993). 
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1.6.4.2 Ratones CD-1  

Estos roedores expuestos in utero a sustancias con actividad estrogénica, mostraron un 

aumento en la incidencia de tumores testiculares de células somáticas, así como la 

presencia de lesiones cancerosas en la rete testis (Newbold et. al., 1985) y en las células 

intersticiales (Newbold et. al., 1987). 

 

La exposición in utero a etinil estradiol, en ratones macho, mostro un desarrollo testicular 

anormal (Yasuda et. al., 1985 y 1986) e hiperplasia de células intersticiales (Yasuda et. al., 

1988).  

1.6.5 Rattus norvegicus (ratas macho) 

Algunas de las muchas cepas de roedores utilizadas tradicionalmente para estudios de 

fisiología reproductiva y toxicología desarrollan espontáneamente tumores de testículo, 

pero el origen y la fisiopatología de estos difieren de las formas principales de la 

enfermedad humana. Los tumores testiculares son comunes en ratas macho longevas de 

muchas cepas, aunque éstos son evidentes sólo en ratas seniles y surgen de células 

somáticas, particularmente intersticiales (Tennekes et. al., 2004). 

1.6.6 Oryctolagus cuniculus (Conejos)  

Conejos expuestos a sustancias con actividad estrogénica (Veeramachaneni & 

Vandewoude, 1999) y a dibutil ftalato (Higuchi et. al., 2003) mostraron  reducción de la 

fertilidad y desarrollo testicular anormal, comparable con el síndrome de disgenesia 

testicular. También se identificó la presencia de células germinales atípicas en el epitelio 

seminífero. 
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2. JUSTIFICACION 

El cáncer testicular tiene una incidencia en nuestro país de 9.2 casos por cada 100 000 

habitantes; y el aumento de su incidencia, igual que en otros países industrializados, ha 

sido evidente (Liu et. al., 1999; Huyghe et. al., 2003; Bray et. al., 2006). 

 

Dada la importancia de esta patología para nuestro país, recientemente se incluyó al 

cáncer testicular dentro de la cobertura del seguro popular. 

 

El tumor de células germinales testiculares, tiene como lesión precursora al CISt 

(Rijlaarsdam & Looijenga, 2014). Sin embrago, no se ha avanzado en la descripción de su 

etología, ni en tratamientos preventivos, debido a que no se cuenta con un modelo animal 

que se apegue a la condición clínica, etiológica y fisiopatológica de esta enfermedad. 

 

Como ya se mencionó, existen modelos animales como el de C. elegans, Drosofila, entre 

otros, sin embargo estos requieren de manipulación genética, que eleva su costo y no se 

apegan a la exposición a sustancias disruptoras medioambientales para el desarrollo de 

esta patología. 

 

El estudio de los animales de laboratorio en la investigación biomédica, es un campo de 

interés para el médico veterinario, ya que permite aportar conocimiento en el ámbito de 

la salud humana. 

 

El verdadero panorama en el ambiente de la investigación, es que no existen reales 

sustitutos del uso de animales de laboratorio. Los estudios con bacterias, cultivo de tejidos 

y diseños computacionales pueden proveer información útil, pero la complejidad de los 

organismos vivos requiere investigar y probar en animales que tengan fisiología similar 

con los humanos para alcanzar resultados confiables. (Navarro et. al., 2012). 
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3. OBJETIVO GENERAL  

Desarrollar un modelo de Carcinoma in situ Testicular (CISt) en el conejo chinchilla con 

administración de estradiol.  

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS  

Determinar en conejos de 60, 90 y 180 días post parto (dpp) con administración de 

estradiol:  

•  Las alteraciones histológicas testiculares propias del Carcinoma in situ.  

• Las proteínas consideradas como biomarcadoras para el diagnósticos del 

Carcinoma in situ Testicular: Pou5f1 y c-KIT. 

•  Determinar inmunoreactividad al anticuerpo Ki-67. 

•  Describir el desarrollo de la patología a lo largo del tiempo.  

5. HIPOTESIS  

Al administrar estradiol (como un disruptor endócrino) a los conejos desde el día 7 al 60 

post parto desarrollaran Carcinoma in situ Testicular, caracterizado por la expresión de 

proteínas específicas de esta patología. 

6. MATERIAL Y METODOS 

6.1 Animales 

El presente trabajo fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los 

Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Pediatría (INP) y el Comité 

Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de Experimentación (CICUAE) de la FMVZ 

de la UNAM. El manejo de los animales se realizó con estricto apego a la Norma Oficial 

Mexicana NOM-062-ZOO-1999 “Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y 

uso de los animales de laboratorio” y siguiendo al pie de la letra los reglamentos internos 

de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del INP y de la FMVZ.  
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Se emplearon 18 conejos macho (Oryctolagus cuniculus) raza chinchilla; se mantuvieron 

en un ciclo luz-obscuridad de 16 h: 8h y se alojaron con la madre hasta el destete, en cajas 

de acero inoxidable (90 cm x 60 cm x 40 cm), posterior a esta edad se colocaron en cajas 

individuales con alimento especial para conejos (Purina® rabbit chow) y agua a libre 

acceso. Se realizó la siguiente distribución en dos grupos: 

 

Grupo control, formado por 9 animales, a los cuales se les practico eutanasia a 3 conejos, 

para cada edad de 60, 90 y 180 días post parto (dpp), respectivamente.  

 

Grupo experimental, también formado por 9 conejos, a los que se  administró cada tercer 

día 0.023 mg de 17β estradiol disuelto en  aceite de maíz como vehículo. Se inició a los  

7dpp y hasta el día 60 post parto (pp); de igual forma se eutanasiaron, 3 conejos a los 60, 

90 y 180 dpp. 

La eutanasia fue practicada con una sobre dosis de pentobarbital sódico (i.p. 180 mg/kg; 

Pfizer). 

Al momento de practicar la eutanasia se pesó a los animales y se obtuvieron 

quirúrgicamente los testículos, los cuales fueron pesados y se determinó la relación de 

peso testicular, respecto al corporal. 

6.2  Procedimiento para obtener el tejido testicular. 

El procedimiento utilizado para la extracción de los testículos, fue la técnica quirúrgica de 

castración. Iniciando con inducción de la anestesia (ip ketamina 45 mg/kg), previa 

sedación (ip xilacina 10 mg/kg).  

Continuamos con antisepsia de la región abdominal e inguinal y se realizaron cortes en la 

piel escrotal (ambos lados) paralelos al pene, teniendo cuidado de no afectar túnica 

vaginal. Se desprendió el testículo del escroto conservando integra la túnica vaginal, que 

está firmemente adherida al tejido subcutáneo. Se hizo una disección cuidadosa y 

delicada. Al final del escroto la túnica vaginal está fuertemente unida por el ligamento de 

la cola del epidídimo, el cual debimos desgarrar para poder exteriorizar el testículo. 
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Una vez que el testículo se extrajo del escroto, se realizó  tracción  caudal, para exponer 

las fascias que lo recubren, de tal manera que quedó perfectamente visible la parte más 

estrecha del cordón, con la finalidad de retirar el testículo. Colocamos en el cordón tres 

ligaduras y pinza de hemostasis. Finalmente suturamos la piel con intradérmicas de nudos 

ocultos (Quesenberry et. al., 2004). 

 

Ambos testículos de cada individuo se lavaron y fraccionaron en tres partes. La primera 

parte, se designó para su procesamiento e inclusión en resina epóxica, la segunda para 

inclusión en parafina y a su vez ser utilizadas para inmunohistoquímica y finalmente la 

tercera porción se canalizo a ultracongelación (-70 °C) para realización de PCR. 

Una vez obtenidos los testículos se realizó el  sacrificio humanitario. 

6.3  Procesamiento del tejido testicular para su estudio morfológico  

Se tomó la porción correspondiente de tejido testicular de cada conejo que se había 

dispuesto  para inclusión en resina epóxica; inicialmente  se fijó en Karnovsky modificado 

por 24 horas. Posteriormente se hicieron  lavados con buffer de Cacodilatos de sodio al 

0.1 M, durante 2  horas. Para la postfijación del tejido se colocaron en Tetróxido de Osmio 

al 1% (Zelterquist), durante 1 hora. La deshidratación de la muestra consistió en pases 

sucesivos de alcoholes a partir de 60%, 70%, 80%, 90%, 96% hasta llegar a alcohol 

absoluto, durante 10 a 15 minutos en cada uno. Para iniciar el proceso de inclusión en la 

resina, a las muestras se les realizaron dos lavados con óxido de propileno, de 20 minutos 

cada lavado; y se continuó con diluciones de la resina epón, en el óxido de propileno, 

hasta llegar a la inclusión de las muestras en la resina pura e incubarlas en estufa a 60 °C. 

Posteriormente se obtuvieron cortes semifinos de 1 µm de grosor, cortados con un 

ultramicrótomo Leica modelo Ultracut-UCT y se tiñeron con azul de tolouidina al 5% 

(SIGMA, México), montados en un portaobjetos.  

 

El análisis histomorfométrico se realizó utilizando un microscopio óptico OLIMPUS BX 51. 

Por cada animal se observaron de  30 a 40 secciones transversales de tubos seminíferos.       
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Las áreas de los cordones y/o tubos seminíferos se obtuvieron con un sistema de análisis 

de imágenes (Image-Pro Plus 5.1, USA). 

6.3.1 Cuantificación celular  

A cada corte transversal se midió el área  ya sea cordón o tubo seminífero y se cuantifico 

para cada grupo el número de gonocitos y/o espermatogonias y se realizaron gráficas 

donde se reportaron número de tipos celulares, según la edad correspondiente, por cada 

10 000².  

Se determinó el grado de maduración del epitelio seminífero (Índice de Johnsen) y el 

índice histopatológico (Vigueras et. al., 2011) (ver anexo). 

6.4  Procesamiento para Microscopia Electrónica 

En los conejos de 180 dpp se realizaron secciones ultrafinas de 60 a 90 nm, se montaron 

en rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo y nitrato de plomo. Fueron 

observados en un microscopio electrónico JEM – 1011 (JEOL, Osaka, Japón). 

6.5  Procesamiento para Inmunohistoquímicas 

Se tomó la porción de tejido testicular correspondiente para inclusión en parafina; y se fijó 

en  paraformaldehído al 4% (SIGMA, México), durante 18 horas. Se hicieron lavados de 

PBS y se colocaron las  muestras en el histoquinet, con la finalidad de incluirlas en 

parafina. Posteriormente se realizaron cortes de  5 µm que se  montaron en laminillas 

cubiertas con adhesivo.  

 

Una vez montadas se desparafinaron en estufa a 60 °C durante 30 minutos. Continuando 

con dos lavados de xilol, de 5 minutos cada uno, después pasos sucesivos en OH/Xilol, 

OH100%, OH96%, OH70% y agua destilada por 5 minutos en cada lavado.  

 

Se realizó el desenmascaramiento de los epítopes colocando las muestras  en citrato de 

sodio al 0.01 M a pH 6 durante 15 minutos. La actividad de la peroxidasa endógena se 
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bloqueó con H₂O₂  al 1% en metanol durante 30 minutos. Se continuó con lavados en agua 

destilada. Las laminillas fueron incubadas en solución de Twin 20 al 0.1%. 

 

Existieron variantes en la técnica de la inmunohistoquímica, según el anticuerpo primario,  

y a continuación se citan:  

6.5.1 Proliferación (ki-67) 

Para este anticuerpo el bloqueo se realizó con albumina sérica bovina al 1% (Amershan 

Biosciences, Buckingham, UK) en PBS durante 2 horas; posteriormente se incubaron con el 

anticuerpo primario Monoclonal Mouse Anti-Rat Ki-67 Antigen, Clone MIB-5, (Dako) (24 

horas); Ki-67 es una proteína nuclear que se expresa solo en fases activas del ciclo celular. 

Posteriormente se lavó con PBS y se incubo con el anticuerpo secundario (biotinilado) 

durante 2 horas. Las laminillas fueron lavadas en PBS y reveladas con diaminobencidina 

(Dako, USA) durante 3 minutos haciendo evidente los sitios de unión al anticuerpo. Por 

último, los tejidos fueron contrastados con hematoxilina, deshidratadas, aclaradas y 

montadas. Todas las incubaciones se realizaron en una cámara húmeda a temperatura 

ambiente. 

 

Esta técnica se realizó, tanto para el testículo derecho como izquierdo. Se midieron las 

áreas completas de los tubos seminíferos y se cuantifico número de células positivas.    Los 

resultados se reportaron en número de células positivas por cada 10 000². 

6.5.2 POU5F1 y C-KIT 

Para estos anticuerpos, posterior al desenmascaramiento con citrato de sodio, se 

incubaron con proteinasa K; se les realizaron dos baños, el primero, con ácido clorhídrico 

(HCl) 2N y el segundo, con borato de sodio 0.1 M pH 8.5. El bloqueo se realizó con suero 

de burro 5% (Santa Cruz Biotechnology, USA) y albumina de suero bovino 5% (Amershan 

Biosciences, Buckingham, UK). Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario 

Monoclonal Mouse OCT 3/4 (POU5F1) (Santa Cruz, USA) 24 horas o el C-KIT. 
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Posteriormente se lavó con PBS y se incubo con el anticuerpo secundario (biotinilado) 

durante 2 horas. Las laminillas fueron lavadas en PBS y reveladas con diaminobencidina 

(Dako, USA) durante 3 minutos haciendo evidente los sitios de unión al anticuerpo. Por 

último fueron contrastadas con hematoxilina, deshidratadas, aclaradas y montadas. Todas 

las incubaciones se realizaron en una cámara húmeda a temperatura ambiente. 

6.6  Positividad a POU5F1 y C-KIT.  

Esta técnica se realizó, tanto para el testículo derecho como izquierdo. Se midieron las 

áreas completas de los tubos seminíferos y se cuantifico número de células positivas.    Los 

resultados se reportaron en número de células positivas por cada 10 000². 

6.7  Determinación de la expresión génica (RT –PCR)  

El proceso de RT-PCR se realizó en cuatro pasos secuenciados: 1) Se hizo extracción del 

RNA total; 2) Se realizó cuantificación del RNA total; 3) Llevamos a cabo la purificación del 

RNA total y para finalizar realizamos el RT-PCR propiamente dicho.  

 

Para la extracción se tomaron 250 μl de muestra de tejido testicular agregando 500 μl de 

TRIZOL (TRI REAGENT®), se homogenizó y se agregaron 250 μl adicionales de TRIZOL, para 

obtener una concentración final de 1:3; incubamos por 20 minutos en hielo (10° a 15°C). 

Después, separamos la muestra agregando 200μl de cloroformo por cada 750μl de Trizol, 

usamos el vortex por 10 segundos. Una vez que la muestra se separó en dos fases, la 

almacenamos por 15 min a temperatura entre 10° y 15° C. Posteriormente centrifugamos 

a 14000 rpm por 30 min a 4° C. El sobrenadante lo transferimos a un eppendorf y 

agregamos 500μl de isopropanol. Almacenamos durante 12 horas a -20° C para permitir la 

precipitación del RNA.  

 

Al día siguiente centrifugamos a 14000 rpm durante 30 min, se desechó el sobrenadante. 

El pellet que obtuvimos, se lavó con 100 μl de alcohol al 80% libre de RNAsa. 

Centrifugamos por 15 min a 4° C, para retirar el alcohol sobrenadante y el pellet lo 
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dejamos secar a temperatura ambiente por 20 min y lo re-suspendimos en agua libre de 

RNAsa. 

 

La cuantificación del RNA la efectuamos a partir de una alícuota de 1μl  de RNA total, en 

un espectrofotómetro NanoDrop. Realizamos una electroforesis en gel de agarosa al 1% 

(80 volts x 40 min) para comprobar la integridad del RNA.  

 

La purificación del RNA total la llevamos a cabo 2 días antes del RT-PCR, para eliminar DNA 

y proteínas contaminantes; utilizamos desoxiribonuclease I amplification grade kit 

(InvitrogenTM) mas RNasa por 15 min a temperatura ambiente. La RNasa fue inactivada 

con EDTA 25 mM incubando por 10 min a 65°C.  

 

Para el RT-PCR empleamos el kit one step de QIAGEN y seguimos el protocolo sugerido por 

el fabricante para lograr la síntesis, desnaturalización, alineación y extensión total del 

cDNA amplificado.  

 

Para la amplificación por PCR de punto final se utilizaron primers específicos, que fueron 

diseñados con ayuda del programa Essay by design de applied biosistems, para los genes 

en estudio. Tomamos como gen de referencia a la beta actina.  

La cuantificación que realizamos es  semicuantitativa y se realiza comparando cada uno de 

los amplificados de los genes en estudio con el amplificado del gen de referencia 

mediante densitometría. 

6.8  Análisis estadístico  

Se compararon las medias: números de células con positividad a la expresión de las 

proteínas de células pluripotentes (POU5F1 y C-Kit); áreas de los cordones y/o tubos 

seminíferos; número de gonocitos y/o espermatogonias por cada10 000² de área; índice 

de maduración epitelial e histopatológico; relación  peso testicular/peso corporal. Entre 

los grupos experimental y control; se realizó la prueba de t de student para las edades de 

60, 90 y 180 dpp considerando una p<0.05. Los resultados se expresaron como  ± ES. 
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7. RESULTADOS 

7.1  Anatomía Testicular en Conejos de 60 dpp 

La relación peso testicular - peso corporal de los conejos del grupo control fue 

significativamente mayor (p<0.05) que para los del grupo experimental  (gráfica 1 y 

tabla1). 

En los conejos del grupo control se observó una anatomía testicular, que corresponde a lo 

reportado para la especie,  a esta edad (figura 3-A); testículos escrotados, pene en tamaño 

y desenvainado apropiados. 

 

Respecto a la relación testículo – peso corporal en los conejos del grupo experimental, se 

comportó con un marcado decremento en relación a los del grupo control de esta misma 

edad (gráfica 1 y tabla 1). 

 

En todos los conejos del grupo experimental  contrario a lo observado en los conejos del 

grupo control, no se observó el descenso testicular (figura 3-B). Al incidir en cavidad 

abdominal localizamos los testículos en la parte media de esta. 

7.2  Anatomía Testicular en Conejos de 90 dpp 

La relación peso testicular - peso corporal de los conejos del grupo control, fue 

significativamente mayor (p<0.05) que para los del grupo experimental (gráfica 1 y tabla 

1). 

En los conejos del grupo control se observó una anatomía testicular, que corresponde a lo 

reportado para la especie  a esta edad (figura 3-C); testículos escrotados, pene en tamaño 

y desenvainado apropiados. 

 

Respecto a la relación testículo – peso corporal de los conejos del grupo experimental, 

también se observó un marcado decremento con respecto a los del grupo control de esta 

edad; debido al bajo peso testicular de este grupo (gráfica 1 y tabla 1). Respecto al peso 
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corporal del grupo experimental, no tuvo variantes significativas respecto al grupo control 

de esta edad. 

 

En los conejos del grupo experimental, contrario a lo observado en los conejos del grupo 

control, no se observó el descenso testicular (figura 3-D). Los testículos estuvieron 

localizados inguinales una vez que incidimos la cavidad. 

7.3   Anatomía Testicular en Conejos de 180 dpp 

La relación peso testicular - peso corporal en los conejos del grupo control fue 

significativamente mayor (p<0.05) que para el grupo experimental (gráfica 1 y tabla 1). 

En los conejos del grupo control se observó una anatomía testicular, que correspondió a lo 

reportado para la especie  a esta edad (figura 3-E); testículos escrotados, pene en tamaño 

y desenvainado apropiados. 

 

Respecto a la relación testículo – peso corporal en los conejos del grupo experimental, se 

mantuvo este marcado decremento respecto a los del grupo control de esta misma edad 

(gráfica 1 y tabla 1); dato seguramente influenciado por el bajo peso testicular de este 

grupo.   

Respecto al peso corporal en este grupo experimental,  no tuvo variantes significativas 

respecto al grupo control de esta misma edad. 

En los conejos del grupo experimental, contrario a lo observado en los conejos del grupo 

control, no se observó el descenso testicular (figura 3-F); es decir, todos los conejos 

desarrollaron criptorquidia inguinal bilateral. 
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Figura 3: Anatomía testicular en Conejos.  
A-C-E) Conejos del grupo control de 60, 90 y 180 dpp, respectivamente, se aprecian los testículos en posición y 
tamaño adecuados. B-D-F) Conejos del grupo experimental  de 60, 90 y 180 dpp respectivamente, en todas las edades 
se presentó criptorquidia bilateral. 
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RELACION PESO TESTICULAR / PESO CORPORAL 

CONEJOS GRUPO CONTROL 

 

CONEJOS GRUPOEXPERIMENTAL 

Edad  
(dpp) 

Peso 
corporal 

(grs) 

Peso 
testicular 

(grs) 

Relación 
P. test/ 
P. corp 

 ES 

Edad 
Eutanasia 

(dpp) 

Peso 
corporal 

(grs) 

Peso 
Testicular 

(grs) 

Relación 
P. test/ 
P. corp 

 ES 

60 1667 0.3470 
0.0207 

 0.0007 
60 1580 0.1850 

0.0116 

 0.0005 

90 2660 1.5433 
0.0576 

 0.0068 
90 2640 0.4960 

0.0187* 

 0.0008 

180 3290 4.3643 
0.1326 

 0.0059 
180 3105 0.9357 

0.0299* 

0.0008 
Tabla 1: Relación Peso Testicular / Peso Corporal.  
Se muestran datos de conejos de grupo control y experimental, de peso corporal y testicular; así como la relación 

peso testicular/ peso corporal  ES (*p<0.05 VS control de la misma edad). 
 
 
 
 

 
Gráfica 1: Relación Peso Testicular/ Peso Corporal (*p<0.05 VS control de la misma edad). 
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7.4 Descripción Histológica  

7.4.1 Conejos de 60 dpp 

En el grupo de los conejos control, se observaron espermatogonias de reciente 

diferenciación; aunque, existió convivencia alternada entre estas células y gonocitos en 

proceso de diferenciación (figura 4-A). Los resultados en los conteos de numero de 

gonocitos y/o espermatogonias por cada 10000 ² mostraron  que este grupo control, a 

esta edad, es significativamente mayor (p<0.05) el número de espermatogonias respecto 

al número de gonocitos (gráfica 2 y tabla 2). 

 

Las áreas de los cordones,  el índice de maduración epitelial y el índice histopatológico se 

muestran en las gráficas 3, 4 y 5 y tabla 3.  

 

En los conejos del grupo experimental fue evidente la presencia de abundantes gonocitos 

con sus características morfológicas típicas con retardo en el desarrollo, ya que se 

aprecian pocas espermatogonias en proceso de diferenciación. Los  gonocitos se 

observaron emitiendo proyecciones citoplasmáticas y los núcleos de las células de Sertoli 

en organización hacia la lámina basal (figura 4 B y C). A esta edad se mostró menor 

cantidad de espermatogonias diferenciadas y  mayor número significativo de gonocitos 

(p<0.05 comparado con el grupo control) (gráfica 2 y tabla 2). 

 

Las áreas de los cordones  (gráfica 3 y tabla 3), fueron significativamente menores 

(p<0.05), respecto a los controles. En cortes transversales, al evaluar maduración epitelial 

(gráfica 4 y tabla 3) se observó que conejos del grupo experimental se comportaron igual a 

los controles. Sin embargo al evaluar índice histopatológico (gráfica 5 y tabla 3), 

observamos que este es significativamente mayor (p<0.05),  con  respecto a los controles. 
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7.4.2 Conejos de 90 dpp 

En los conejos del grupo control la citoarquitectura testicular esta adecuadamente 

establecida, casi concluyéndose en un tubo seminífero, con la luz característica de esta 

estructura. Respecto a la espermatogénesis, se observó que está en proceso de concluirse, 

pudimos identificar, espermatogonias, espermatocitos, espermátidas redonda y 

elongadas; no se observaron  espermatozoides (figura 4-D). En los conteos del número de 

gonocitos y/o espermatogonias (gráfica 2 y tabla 2), es importante enfatizar desde esta 

edad la ausencia de los gonocitos, para el caso de los conejos del grupo control. 

 

Se identificaron alteraciones histológicas, que ya han sido previamente reportadas en 

epitelios seminíferos de conejos clínicamente sanos como, descamación y vacuolización 

celular. 

 

Las áreas de los tubos seminíferos, el índice de maduración epitelial y el índice 

histopatológico se presentan en la tabla 3 y gráficas 3, 4 y 5.  

 

En los conejos del grupo experimental, se observó la presencia de gonocitos, que se 

mantuvieron como células persistentes y sanas, pues no se aprecian características 

morfológicas de apoptosis.  Tampoco se observó luz tubular, es decir, aún son cordones 

testiculares. Se apreció excesiva vacuolización en la parte central de los cordones. Los 

núcleos de las células de Sertoli, no mostraron una distribución ordenada, ya que algunas 

se ubicaron  hacia la periferia del cordón y otras en la parte central de estos (figura 4 E y 

F). Los conteos de gonocitos y/o espermatogonias se muestran  en la gráfica 2 y tabla 2. 

Podemos identificar que respecto a los conejos de 60 dpp del grupo experimental,  se vio 

un decremento en el número de estas células. Aunque también se aprecia la 

diferenciación de algunas espermatogonias, pero en menor proporción respecto a los del 

grupo control.  

El área del epitelio seminífero y el índice de maduración epitelial, resultaron  

significativamente menores (p<0.05)  en este grupo de conejos. Respecto al índice 
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histopatológico, fue claro el incremento significativo (p<0.05), respecto a los controles 

(tabla 3 y gráficas 3, 4 y 5). 

7.4.3 Conejos de 180 dpp 

Para el grupo control se observó citoarquitectura testicular con espermatogénesis 

francamente establecida. Se apreciaron todas las etapas de las células germinales desde 

espermatogonias, espermatocitos, espermátidas redondas y hasta elongadas. No se 

observaron gonocitos (figura 5-A) y  el número de espermatogonias fue similar al de los 

conejos controles de 90 dpp (gráfica2 y tabla 2); sin embargo las espermatogonias a esta 

edad, se distribuyeron en mayor cantidad de área, pues los tubos seminíferos aumentaron 

en tamaño de los 90 dpp a los 180 dpp. 

 

Identificamos alteraciones en el epitelio seminífero de los conejos del grupo control, a 

esta edad, como vacuolización y descamación celular. 

 

El área del epitelio seminífero, así como el índice de maduración epitelial, fueron 

significativamente mayores (p<0.05), respecto a los del grupo experimental. El índice 

histopatológico, resulto ser significativamente menor (p<0.05),  a esta edad en controles, 

respecto a los del grupo experimental (tabla 3 y gráficas 3, 4 y 5). 

 

En el grupo experimental no se observó un epitelio seminífero en producción;  se 

identificaron características morfológicas que la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

(Elbe et al, 2004) establece para la clasificación del CISt,  como son: presencia de células 

atípicas, grandes y que se tiñen pálidas; con núcleos grandes, irregulares e 

hipercromáticos; presencia de uno o más nucléolos irregulares; abundantes mitosis; 

células ubicadas a nivel basal principalmente; lamina basal plegada o engrosada y 

ausencia de espermatogénesis (figura 5 B, C y D).  
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El conteo de gonocitos y/o espermatogonias es contundente, respecto a la permanencia 

de los gonocitos, ya que en estos conejos, el número de gonocitos se mantuvo constante, 

respecto al de los conejos de 90 dpp del grupo experimental. Gráficamente observamos, 

una disminución en el número de espermatogonias, respecto a los conejos del grupo 

experimental de 90 dpp (tabla 2 y gráfica 2). 

El área del epitelio seminíferos e índice de maduración epitelial fueron significativamente 

menores (p<0.05), respecto a los controles a esta edad. El índice histopatológico fue 

significativamente mayor (p<0.05) (tabla 3 y gráfica 3, 4 y 5). 

 

 

 

 

EDAD 
(dpp) 

GONOCITOS/ 10000² ESPERMATOGONIAS/ 10000² 

CONTROL EXPERIMENTAL CONTROL EXPERIMENTAL 

60 3.50 ± 0.20 14.49* ± 0.52 5.30 ± 0.15 0.90* ± 0.16 

90 0 ± 0 3.895* ± 0.172 5.02 ± 0.12 3.85* ± 0.014 

180 0 ± 0 4.23* ± 0.191 2.31 ± 0.095 2.17* ± 0.072 

Tabla 2: Número de Gonocitos y/o Espermatogonias por cada 10000 ² 

Número de gonocitos y/o espermatogonias por cada 10000², en conejos de 60, 90 y 180 dpp  del grupo control y 
experimental (*p<0.05 Vs Grupo control de la misma edad). 
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Gráfica 2: Número de Gonocitos y/o Espermatogonias por cada 10 000² de área de cordón y/o tubo seminífero, para 
cada edad. 
(*p<0.05 Vs Grupo control de la misma edad). 
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Figura 4: Epitelio Seminífero de Conejos de Grupo Control y Experimental de 60 dpp y 90 dpp. 
A) Epitelio seminífero de grupo control de 60dpp, en donde se observan, espermatogonias de reciente diferenciación y 
todavía la presencia de algunos gonocitos (flecha). B y C) epitelio seminífero del grupo experimental de 60 dpp, donde se 
aprecia abundante presencia de gonocitos (flechas) y células de Sertoli (S) localizadas hacia la membrana basal. D) 
Epitelio seminífero del grupo control de 90 dpp. Son evidentes las espermatogonias a nivel basal, espermatocitos y 
espermátidas elongadas 100X. E y F) Epitelio seminífero de conejos del grupo experimental, de 90 dpp, se aprecia un 
retraso en la maduración del epitelio y los gonocitos (flechas) y células de Sertoli  que perdieron orden respecto a los 
conejos de 60 dpp del grupo control, además excesiva vacuolización (asteriscos) en parte central del cordón. Sp = 
espermatogonias; S= células de Sertoli; St = espermatocitos; EsL = espermátidas elongadas. Azul de Tolouidina, 60X. 
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Figura 5: Epitelio Seminífero de Conejos de Grupo Control y Experimental  de 180 dpp. 
A) Epitelio seminífero del grupo control de 180 dpp, su citoarquitectura es apropiada, en la cual se observan 
espermatogonias, espermatocitos y espermátidas elongadas 100X. B-C-D) Epitelio seminífero de conejos del grupo 
experimental de 180 dpp; se identifica la presencia de células atípicas (cabeza de flecha) y lesiones que establece la 
OMS, para el diagnóstico de CISt: microlitiasis, plegamiento y engrosamiento de la membrana basal, así como 
abundantes mitosis (inserto superior izquierdo 100X, figura D). Sp = espermatogonias; St = espermatocitos; EsL = 
espermátidas elongadas; Mt = microlitiasis; Pmb = Engrosamiento y plegamiento de la membrana basal. 60X Azul de 
Tolouidina. 
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Gráfica 3: Área de los Cordones y/o Tubos en micras cuadradas (²) 

Muestra el área de los cordones y/o tubos en micras cuadradas (²), medidos en cortes transversales de conejos del 
grupo control y experimental de 60, 90 y 180 (*p<0.05 Vs grupo control de la misma edad). 

 

 
Gráfica 4: Índice de Maduración Epitelial 
Muestra Índice de maduración epitelial en conejos del grupo control y experimental de 60, 90 y 180 dpp.  
(*p<0.05 Vs grupo control de la misma edad). 
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Gráfica 5: Índice Histopatológico 
Muestra Índice Histopatológico en conejos  del grupo control y experimental de 60, 90 y 180 dpp (*p<0.05 Vs grupo 
control de la misma edad). 

 

EDAD 
dpp 

AREA EPITELIO SEMINIFERO 

(²) 

INDICE DE MADURACION 
 

INDICE 
HISTOPATOLOGICO 

 

CONTROL ESTRADIOL CONTROL ESTRADIOL CONTROL ESTRADIOL 

60 
6746 
± 113 

3205* 
± 75 

3 ± 0 3 ± 0 
9.29 

± 0.29 
12.38* 
± 0.39 

90 
23301  
± 514 

6997* 
± 135 

6.83 ± 0.15 
2.962 * 
± 0.019 

6.85 
± 0.36 

10.41* 
± 0.30 

180 
42209  
±  675 

10527 * 
± 224 

9.5 ± 0.16 
3.358* 
± 0.044 

5.38 
± 0.24 

11.10* 
± 0.24 

Tabla 3: Áreas de Epitelio Seminífero, Índice de Maduración Epitelial e Histopatológico. 
Muestra áreas de epitelio seminífero,  índice de maduración epitelial e índice histopatológico de conejos del grupo 

control y experimental de 60, 90 y 180 dpp. Los resultados son expresados en media ± E.S. (*p<0.05 Vs grupo control de 

la misma edad). 
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7.5  Microscopia Electrónica 

7.5.1 180 dpp 

En congruencia con lo observado, en cortes semifinos, de los conejos control a los 180 

dpp; a nivel de microscopia electrónica se identificó la citoarquitectura característica de 

un epitelio seminífero activo, con las diferentes etapas de las células germinales (figura 6-

A).  

 

 

 
 

 

Figura 6: Microscopia Electrónica 
A) Epitelio seminífero de conejo control 180 dpp (3000x); B) Espermatogonia de conejo control de 180 dpp 

(10000x); C) Gonocito persistente en conejos de 180 dpp, del grupo experimental (8000x). 
 

A 

B 
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También fue evidente que las espermatogonias de estos conejos control poseen 

características propias de estas células, localizadas hacia la membrana basal, de forma 

ovalada, núcleo esférico, su citoplasma homogéneo y pálido; la cromatina distribuida en 

gránulos alrededor del núcleo (figura 6-B). 

 

Es importante enfatizar que en los conejos de 180 dpp administrados con estradiol, no se 

identificaron las características propias de un epitelio seminífero maduro y fue evidente 

que las presencia de las células atípicas a esta edad corresponden a gonocitos no 

diferenciados (figura 6-C). 

 

7.6  Inmunohistoquímicas 

7.6.1 Proliferación  ki-67 en conejos de 60 dpp 

En los conejos del grupo control se observó un bajo índice de proliferación  (figura 7-A, 

gráfica 6 y tabla 5). 

 

En los conejos del grupo experimental se encontró un índice de proliferación 

significativamente mayor (p<0.05),  respecto a los controles (figura 7-B, gráfica 6 y tabla 

5).  

Esta inmunoreactividad se presentó en las células germinales y también se logró 

identificar en las células de Sertoli, tanto en el grupo control, como en el grupo 

experimental. 

7.6.2 Proliferación  ki-67 en conejos de 90 dpp 

En los conejos del grupo control fue evidente la presencia de abundante actividad 

proliferativa de las células germinales (espermatogonias y espermatocitos). Ya no se 

detectó inmunoreactividad en las células de Sertoli (figura 7-C). En este grupo de conejos 

control se detectó un índice de proliferación sin diferencia significativa con respecto al 

grupo experimental (p<0.05) (gráfica 6 y tabla 5). 
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En los conejos del grupo experimental,  aun se logró identificar positividad a Ki-67 en las 

células de Sertoli (figura 7-D).  

7.6.3 Proliferación / ki-67 en conejos de 180 dpp 

En el grupo control fue abundante y clara la presencia de actividad proliferativa, 

característica de un epitelio seminífero de animales en etapa reproductiva (figura 7-E).  

Las células  en proliferación se localizaron hacia la base de los tubos seminíferos y en la 

parte media del epitelio que correspondió a espermatogonias y espermatocitos  

respectivamente (figura 7-E, gráfica 6 y tabla 5). 

 

En los conejos del grupo experimental, se identificó un índice de proliferación 

significativamente menor (p<0.05), respecto a los del grupo control. Sin embargo, en estos 

conejos del grupo experimental, en comparación a los del grupo control, de esta misma 

edad, no se logró apreciar un epitelio seminífero maduro, se mantuvieron sin luz y la 

presencia de células en proliferación fue desordenada y no respetaron estratos; incluso se 

identificaron células en proliferación en la parte central de los cordones (figura 7-F). Lo 

que permitió asumir que esta actividad proliferativa correspondió a células atípicas, pues 

en cortes semifinos se pudo identificar de igual forma, que éstas no tienen un orden 

aparente, en su distribución dentro del epitelio seminífero. 
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Gráfica 6: Inmunoreactividad a Ki-67 
Representa la inmunoreactividad a Ki-67 (Índice de Proliferación) (*p<0.05 Vs grupo control de la misma edad). 
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Figura 7: Inmunohistoquímicas para Ki-67 
Inmunohistoquímicas para Ki-67  en tejido de conejos del grupo control: A) 60 dpp, C) 90 dpp y E) 180 dpp y conejos del 
grupo experimental, B) 60 dpp, D) 90 dpp y F) 180 dpp. 60X e inserto 20X. 
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7.6.4 POU5F1  en Conejos de 60 dpp 

Los conejos del grupo control y experimental, mostraron  inmunoreactividad a POU5F1 

(figura). Esto coincidió con nuestras observaciones a nivel histomorfológico, por la 

convivencia alternada que existe entre espermatogonias y gonocitos, para el caso de los 

conejos control. Es evidente que la positividad a POU5F1 para el caso de los animales 

control, a esta edad fue de significativamente menor (p<0.05) (figura 11) que para los 

conejos del grupo experimental.  

 

En los conejos del grupo experimental, a esta edad, se identificó inmunoreactividad tanto 

de tipo nuclear como citoplasmática (figura 12, 13-G). Solo para esta edad se realizó 

grafico comparativo entre ambos tipos, ya que esta disposición se identificó únicamente a 

esta edad (figura 12).  

7.6.5 POU5F1  en Conejos de 90 dpp 

Se observó en los conejos del grupo control (figura 11, 13-C), ausencia total de 

inmunoreactividad a POU5F1. Sin embargo, en los conejos del grupo experimental es 

evidente que se mantiene la positividad al anticuerpo (figura 11, 13-D). 

7.6.6 POU5F1  en Conejos de 180 dpp 

En los conejos control, existió ausencia total de inmunoreactividad  a POU5F1 (figura 11, 

13-E); y en  tejido de conejos del grupo experimental (figura 11, 13-F), ocurrió lo contrario, 

ya que existió  inmunoreactividad a  POU5F1 (figura 11).  
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Gráfica 7: Inmunoreactividad a POU5F1 
Representa inmunoreactividad a POU5F1.En conejos del grupo control y experimental (*p<0.05 Vs grupo control de la 
misma edad). 

 

 
Gráfica 8: Positividad a POU5F1 en sus dos variantes identificadas en conejos de 60 dpp (*p<0.05 Vs grupo control de 
la misma edad). 
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CONEJOS 
60 dpp 

POU5F1 
Nuclear 

POU5F1 
Citoplasmático 

Núm. células (+) / 10000² 

CONTROL 1.77 0 

ESTRADIOL 7.07* 6.88* 

Tabla 4: Inmunopositividad a POU5F1 Nuclear y Citoplasmática. 
Imnunopositividad a POU5F1 nuclear y citoplasmática en conejos de 60 dpp del grupo control y experimental (*p<0.05 
Vs grupo control de la misma edad). 

 

  

  

Figura 8: Inmunohistoquímica para POU5F1  en Tejido de Conejos de 60 dpp 
A) Grupo control, B) Grupo experimental con inmunopositividad nuclear. 20X e inserto 60X. C) Grupo experimental con 
inmunopositividad citoplasmática. 20X. D) Grupo experimental con inmunopositividad citoplasmática 60X. 
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Figura 9: Inmunohistoquímica para POU5F1 
Inmunohistoquímica para POU5F1  en tejido de conejos del grupo control,  A) 90 dpp y B) 180 dpp. 
Grupo experimental, C) 90 dpp y D) 180 dpp. 20X e inserto 60X. 
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7.6.7 C-Kit en Conejos de 60 dpp 

En los conejos del grupo control de 60 dpp, se observó una diferencia en la 

inmunoreactividad, que se presentó en las células germinales, en relación a los del grupo 

experimental, la cual fue significativamente mayor para este último grupo mencionado.  

7.6.8 C-Kit en Conejos de 90 dpp 

A los 90 dpp se regulo a la baja para los conejos del grupo control y se mantuvo en los 

conejos del grupo experimental; aunque respecto a los conejos de 60 dpp del grupo 

experimental, se observó un decremento. 

7.6.9 C-Kit en Conejos de 180 dpp 

A los 180 dpp en los conejos del grupo control no existió positividad a C-Kit. Sin embargo 

en los conejos del grupo experimental esta inmunoreactividad fue constante desde el día 

60 pp y hasta esta edad a los 180 dpp; es importante enfatizar que entre el día 90 pp y 

180pp, se observó un incremento en el número de células positivas a C-kit. Ya que el 

epitelio seminífero de estos conejos del grupo experimental no tiene una distribución en 

estratos, ni luz tubular, esta positividad se observa incluso en la parte  central de los 

cordones. 
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Figura 10: Inmunohistoquimica a C-Kit 
Inmunohistoquimica a C-Kit (FLECHA). A, C y E) Conejos control de 60,90 y 180 dpp, respectivamente.  B, D y F) Conejos 
del grupo experimental de 60, 90 y 180 dpp, respectivamente.20X. 
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Gráfica 9: Número de Células Positivas a C-KIT, por cada 10000 ² 

Muestra número de células positivas a C-KIT, por cada1000 ², en conejos del grupo control y experimental  de 60, 90 y 
180 dpp (*p<0.05 Vs grupo control de la misma edad). 

 
 

 

EDAD 
dpp 

Ki-67 

Núm. células (+) /10000² 

POU5F1 

Núm. células(+)/10000² 

C-KIT 

Núm. células (+) /10000² 

CONTROL ESTRADIOL CONTROL ESTRADIOL CONTROL ESTRADIOL 

60 
2.77 

± 0.15 
5.61* 
± 0.16 

1.78 
± 0.057 

9.69* 
± 0.32 

2.18 
± 0.096 

9.77* 
± 0.18 

90 9.85 ± 0.36 10.15 ± 0.19 0 ± 0 
1.931* 

± 0.0714 
0 ± 0 

1.48* 
± 0.0720 

180 
10.41 
± 0.21 

2.76* 
± 0.14 

0 ± 0 
9.5843* 
± 0.73 

0 ± 0 
2.41* 

± 0.0872 
Tabla 5: Inmunoreactividad a ki-67, POU5F1 y C-KIT 
Contiene información global de inmunoreactividad a Ki-67, POU5F1 y C-KIT, (en número de células positivas, por cada 

10000 ²) de conejos del grupo control y experimental de 60, 90 y 180 dpp (*p<0.05 Vs grupo control de la misma edad). 
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7.7  Determinación de la Expresión Génica (RT-PCR)  

Se confirmaron los resultados de la inmunohistoquímica por  RT-PCR. Respecto a POU5F1, 

el gel muestra (figura 11), que para el caso de los conejos control de 90 dpp y 180 dpp, no 

hubo expresión de este transcrito; lo cual coincide con las inmunohistoquímicas para estas 

edades. 

 

Es muy evidente la expresión del transcrito POU5F1, para el caso de los conejos 

administrados con estradiol tanto a los 90 dpp como a los 180 dpp. 

Para el caso de C-KIT, en los controles no se observó expresión; sin embargo en los 

conejos administrados solo en algunos fue posible identificar la presencia del transcrito. 

La beta actina al ser un gen constitutivo, se pudo observar en todos los conejos de nuestro 

estudio. 

 

 
Figura 11: GEL de PCR 
Expresión de las proteínas POU5F1 y c-Kit en tejido testicular de conejos control y estradiol de diferentes edades. Línea 1 
Control negativo de la técnica. Línea 2, control positivo de un paciente con  CISt. Líneas  3 y 4 grupo control 60 dpp. 
Línea 5 y 6 grupo estradiol de 60 dpp. Líneas 7 y 8 grupo control 90 dpp. Línea 9 y 10 grupo estradiol de 90 dpp. Líneas 
11 y 12 grupo control 180 dpp. Línea 13 y 14 grupo estradiol de 180 dpp.  
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8. DISCUSIÓN 

La etiología del cáncer testicular no se conoce, probablemente debido a la falta de un 

modelo animal que se apegue a la condición clínica humana (Garner et.al., 2008). 

Existen modelos en roedores que han sido utilizados tradicionalmente para estudios de 

fisiología reproductiva y toxicología.  Por ejemplo, el tumor testicular en ratas macho 

longevas, tumor testicular murino, el ratón 129 mutación ter, etc. (Tennekes et. al., 2004; 

Yasuda et. al., 1988; Takabayashi et. al., 2001; Youngren et. al., 2005). Sin embargo, el 

origen y la fisiopatología de estos modelos difieren de la presentación en el humano 

(Garner et.al., 2008).  

 

El conejo es considerado un excelente modelo de estudio del tracto reproductor 

masculino, incluso el National Institute of Health de Estados Unidos considera a esta 

especie, “el modelo más valioso para el estudio de los efectos de productos químicos (o 

bioquímicos) en el sistema reproductor masculino”.  

 

Por tanto, decidimos tomar como modelo animal al conejo e iniciar nuestra búsqueda 

hacia el desarrollo de un modelo para el CISt. 

 

Cabe mencionar que en los lagomorfos, el descenso testicular se presenta en días 

posteriores al nacimiento (aproximadamente a los 50 días post parto, para el caso de los 

conejos Chinchilla) (Vigueras et. al., 2013); esto nos permite tener una ventana de tiempo 

en el período neonatal para que el estradiol funcione como disruptor endocrino. 

Apegando así, nuestro modelo a lo que ocurre en el ser humano durante el último tercio 

de la gestación, cuando se lleva a cabo el descenso testicular y momento en el cual las 

alteraciones en el microambiente gonadal son altamente sensible a hormonas y factores 

parácrinos (Rajpert et.el., 2006).  

 

Se menciona que en el humano, el origen del síndrome de disgenesia testicular, 

básicamente tiene tres características: 1) Surge a partir de células germinales, 2) se 
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presenta en la etapa reproductiva del adulto joven (adolescencia o posterior a esta) y 3) se 

propone que pueden desarrollarse a partir de la exposición a disruptores endocrinos 

(Garner et. al., 2008). 

 

Encontramos que en conejos del grupo experimental, el  epitelio seminífero  presento 

células atípicas y desarrollo de las alteraciones características del CISt, las cuales ya han 

sido previamente establecidas por la OMS (Eble et. al., 2004). Previamente 

Veramachaneni et. al., (2006) describieron la presencia de células atípicas en epitelio 

seminífero de conejos expuestos a octilfenol.  

 

También  identificamos a nivel de microscopia electrónica, a las células atípicas de conejos 

del grupo experimental de 180 dpp, como gonocitos persistentes. Estas células fueron 

positivas a POU5F1, considerado el biomarcador  diagnostico por excelencia. (Looijenga 

et. al., 2003). 

 

En este trabajo se demuestra que  la administración de estradiol genera la persistencia de 

gonocitos con expresión de proteínas de pluripotencialidad como POU5F1 y C-Kit 

característico del CISt.  

 

La exposición a estradiol en los conejos empleados para el presente trabajo,  asemeja la 

exposición a disruptores endocrinos, tal y como lo mencionan Skakkebaek et. al., (2001). 

Estos autores sugieren que varias condiciones anormales del tracto reproductor 

masculino, en donde se incluyen: baja cuenta espermática, incremento en la frecuencia de 

hipospadias y criptorquida, así como el aumento en la incidencia del cáncer testicular, son 

síntomas de una entidad con etiología común y la denominaron Síndrome de Disgenesia 

Testicular. Estos investigadores proponen que variaciones sutiles en concentraciones  

hormonales durante la etapa gestacional o perinatal pueden dar lugar a una disfunción 

orgánica o bien a  la enfermedad clínica per se. La hipótesis patogénica de este síndrome  
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incluye como principal causa, la exposición a compuestos con actividad estrogénica, 

señalados como disruptores endocrinos. 

 

En este modelo, el disruptor endocrino, fue empleado durante un periodo que coincide 

con el último tercio de la gestación en el humano. Lo que generó que los gonocitos se 

mantuvieran sin diferenciarse a espermatogonias y con persistencia en la expresión de la 

proteína POU5F1, a lo largo del desarrollo. También se presentó criptorquidia bilateral en 

los conejos del grupo experimental, así como disminución en el tamaño del pene y de los 

testículos;  signos que coinciden con el síndrome de disgenesia testicular.  

 

En conejos de 60 dpp, el estradiol detono proliferación  en los gonocitos. Sumado a esto, 

podríamos explicar que el estradiol “daña” de forma permanente al gonocito, 

participando en la persistencia de estas células, pues en conejos de 90 dpp, aunque ya se 

había retirado el esteroide, los gonocitos  estuvieron presentes. Proponemos que la 

persistencia de estas células pluripotentes en los animales del grupo experimental, 

probablemente se debe a que el estradiol tiene como blanco a los gonocitos (O’Donnel et. 

al, 2001) y se activan, en éstos, mecanismos antiapoptóticos (Vigueras et. al., 2006), ya 

que en el desarrollo testicular normal se observa que todo gonocito que no haya migrado 

y tocado lamina basal experimenta un mecanismo de apoptosis (Culty 2009), para evitar la 

malignización de estas células con características de pluripotencialidad (Hoei-Hansen et. 

el., 2003; Looijenga et. al., 2003; Su S et. al., 2014).  

 

El estradiol puede ejercer su efecto sobre receptores de membrana, que a través de 

segundos mensajeros acoplados a proteínas G activen proteínas inhibidoras de la 

apoptosis (Alberts et. al., 2010). 

 

En 2010 Eui-Man et. al., adicionaron estradiol a cultivos de células madre embrionarias e 

identificaron que estas células mantienen la expresión de POU5F1. Concluyen que la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Su%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24528977
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exposición a xenoestrógenos puede jugar un papel como potenciador en la expresión de 

POU5F1 y que por lo tanto esto retiene a las células en estado indiferenciado.  

 

Coincidimos en lo reportado con este grupo de investigadores, ya que en los conejos del 

grupo experimental, se mantuvo la expresión de POU5F1, en los gonocitos.  

 

Esta proteína se identificó en conejos  del grupo control, la cual se regulo a la baja. 

Contrario a lo que ocurrió en los conejos del grupo experimental, en donde esta proteína 

de pluripotencialidad mantiene su expresión a lo largo del desarrollo. 

 

Actualmente el marcador más útil en el diagnóstico de TGCT, es el POU5F1, factor de 

transcripción nuclear que interacciona con otros factores nucleares como NANOG, SOX2, 

SALL4, etc.; (Guang et. al., 2002; Anneren 2008; Hammachi et. al., 2012) interruptores 

implicados en la regulación de la pluripotencialidad o diferenciación celular (Looijenga et. 

al., 2003). 

 

El POU5F1 está claramente implicado, desde el punto de vista de la biología molecular, en 

el mantenimiento de la totipotencialidad de las células madre y células germinales 

primordiales.  Se expresa tempranamente en la embriogénesis y presenta un papel 

esencial en la diferenciación del blastocito. En el embrión, tras la gastrulación, su 

expresión se halla limitada a las células germinales primordiales, hasta su transformación 

a espermatogonias durante el segundo trimestre del embarazo (Cantz et. al., 2008). 

 

Se han reportado dos tipos de inmunoreactividad a POU5F1, la nuclear que está asociado 

como factor de pluripotencialidad y es la que predomino en los conejos del grupo 

experimental. Aunque también se presentó la inmunoreactividad  citoplasmática, es 

menos estudiada, pero se sabe que está implicada en procesos de diferenciación celular 

(Nakagawa et. el., 2012; Alexander et. al., 2014) y la pudimos identificar solo en conejos 

de 60 dpp, del grupo experimental. Podríamos sugerir que en los conejos del grupo 
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experimental de 60 dpp, se activanron mecanismos de protección, donde el organismo 

intentó diferenciar estas células a través de la expresión de POU5F1 citoplasmático, el cual 

se sabe está implicado en la diferenciación, más que en la pluripotencialidad. 

 

Vigueras et. al., (2012, manuscrito enviado a publicación) realizaron monitoreo en la 

expresión de POU5F1, en testículos de niños clínicamente  sanos (controles), en los cuales 

solo se identificó positividad hasta los 4 meses; sin embargo en niños con criptorquidia se 

identificó positividad de esta proteína hasta los 15 años de edad; y este comportamiento 

lo observamos en este modelo de conejo. 

 

El comportamiento de la inmunoreactividad a POU5F1, permite proponer que los 

gonocitos se mantienen pluripotente desde etapas tempranas de desarrollo  y no se 

regula a la baja esta proteína como debería ocurrir en condiciones fisiológicas normales, 

por lo tanto la presencia de POU5F1, está  alterando el funcionamiento normal del 

testículo,  y lo predispone al desarrollo del CISt. 

 

La inmunoreactividad  a POU5F1, persistente a lo largo del desarrollo, en tejido testicular 

de conejos del grupo experimental, se apega a  lo que ocurre en los niños con 

criptorquidia, donde la positividad a POU5F1 se mantiene, desde etapas neonatales y 

hasta la pubertad. Corroborando como factores de riesgo para el desarrollo del CISt, tanto 

la criptorquidia como la exposición a compuestos con actividad estrogénica (disruptores 

endocrinos). 

 

El comportamiento de la inmunoreactividad a C-kit fue similar al de POU5F1, tanto en 

conejos del grupo control, como en experimentales. A los 60 dpp en controles,  aun es 

normal la expresión de este ligando, pues se sabe que es esencial para la migración de los 

gonocitos que aún están presentes a esta edad. En condiciones fisiológicas normales  se 

regula a la baja, como se observó  en los controles; sin embargo este ligando mantuvo su 

expresión en todas las edades de los conejos experimentales. 
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El C-Kit forma parte de los receptores tirosín quinasa, que constituyen una de las mayores 

familias de proto-oncogenes. Con la presencia del ligando de C-Kit,  el factor de células 

stem (SCF), se produce la dimerización, lo cual, a nivel intracelular provoca cascadas de 

señalización, que involucran enzimas del fosfatidil inositol (PI3K-AKT-mTOR) y que 

desencadenan, la sobrevida de la célula (Liu et. al., 2007). 

 

Se ha reportado que la mutación en estos receptores (la dimerización del C-Kit), puede 

provocar alteraciones en su configuración y esto da lugar a su activación permanente y 

que además la célula no responda a señales externas (Sakuma et. al., 2003; Looijenga et. 

al., 2003). 

 

A manera de enfatizar la importancia de haber identificado en el tejido testicular de 

nuestros conejos experimentales, la expresión de C-Kit, cabe mencionar que múltiples 

estudios inmunohistoquímicos en tejido testicular en humano, con diagnóstico de CISt, 

mostraron abundante positividad a C-Kit y que esta también se expresa en seminomas 

(Rajpert-De Meyts et. al., 1996; Bokemeyer et. al., 1996; Nakai et. al., 2005).  

  

Por lo tanto, podríamos asegurar que la similitud en la expresión de estas proteínas 

inmunodiagnosticas para el CISt en humanos, se apega a nuestro modelo en conejo, en el 

cual también se identificó esta inmunopositividad.  

 

Ki-67 (MKI67) es un proteína nuclear que se expresa durante todas las fases activas del 

ciclo celular (G1, S, G2 y M fases), pero está ausente en las células en reposo (G0). Se usa 

como marcador celular para la proliferación (Scholzen et. al., 2000). 

 

La inmunoreactividad a ki-67, en los conejos de 60 y 90 dpp del grupo experimental, es 

superior; probablemente debido al efecto del estradiol como mitógeno; esto nos permite 

contrastar con la actividad proliferativa que ocurre en estas mismas edades pero en 

conejos del grupo control, la cual sabemos se debe a procesos propios del arranque y 
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establecimiento de la actividad mitótica y/o meiótica del epitelio seminífero. Es decir, se 

justifica esta actividad proliferativa, pues se sabe que un conejo en edad reproductiva 

produce diariamente, por cada gramo de peso testicular 25 millones de espermatozoides 

(Franca et. al., 2005). 

 

A los 180 dpp, es probable que el organismo establezca algún mecanismo de protección, 

ya que observamos una disminución drástica de la inmunopositividad a Ki-67, presente en 

las  células atípicas. Contrario a lo que se observa en conejos de 180 dpp controles donde 

la activad proliferativa que se evidencia es la adecuada para un epitelio seminífero en 

franca producción. 

 

En estudios experimentales con el Ki-67 se ha reportado que su inmunotinción muestra 

una reactividad nuclear en varias líneas de células humanas en división celular activa 

(células corticales del timo, células germinales del centro de folículos corticales, células de 

la región del cuello de la mucosa gástrica, espermatogonias indiferenciadas) y por el 

contrario, tiene una inmunoreactividad disminuida, en células bien diferenciadas 

(linfocitos, monocitos, hepatocitos, células renales, células parietales de la mucosa 

gástrica y células cerebrales). La expresión del antígeno se reactiva en linfocitos tras ser 

estimulados con un mitógeno y disminuye en líneas de células HL-60 inducidas a 

diferenciarse a macrófagos maduros.  (Gerdes et. al., 1984; Gerdes et. al., 1984). 

 

Este comportamiento de Ki-67 muestra que se puede utilizar como una alternativa en la 

identificación de células indiferenciadas, pero solo específicamente para el caso de células 

atípicas.  

 

En conejos del grupo experimental de 90 dpp, observamos inmunoreactividad a Ki-67 en  

las células de Sertoli, lo cual se contrapone a lo establecido para esta edad en el conejo, ya 

que en este periodo se  establece la barrera hematotesticular y las células de Sertoli ya 
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debieron haber detenido su proliferación (Yan Cheng and Mruk 2012; Vigueras et. al., 

2013). 

Por tanto, proponemos que el mecanismo de establecimiento del CISt se desarrolló por la 

administración del estradiol que probablemente actuó a través de diferentes vías que a 

continuación se hipotetizan (figura 12 y 13):  (1) que el gonocito al recibir el estradiol 

quedo “dañado” (O’Donnell et. al., 2001)  y aunque la célula de Sertoli envíe factores de 

diferenciación, el gonocito no responde y se mantiene expresando sus proteínas de 

pluripotencialidad; (2) que el estradiol “dañe” a las células de Sertoli,   por lo tanto ésta 

célula no envía los factores que requiere el gonocito para diferenciarse(Kristensen et. al., 

2008); o bien (3) (O’Donnell et. al., 2001)  que el estradiol altere los mecanismos 

intrínsecos de apoptosis, ya sea que la célula de Sertoli no envíe señales pro-apoptóticas 

para que el gonocito que mantiene la pluripotencialidad se dirija a la apoptosis o bien, que 

el propio gonocito no active su apoptosis, ya que este mecanismo ocurre  fisiológicamente 

en los gonocitos que no se diferencian. Probablemente, la acción del estradiol que 

bloquea el eje hipotálamo-hipófisis-testículo, que al inhibir la secreción de andrógenos 

necesarios para concluir el descenso testicular (Foresta et. al., 2008), se desarrolla  

criptorquidia que se conoce como un factor de riesgo para el desarrollo del CISt. Aunque 

Veeramachaneni et. al., 2006 indujeron criptorquidia quirúrgica en conejos, estos 

investigadores no observaron la presencia de células atípicas; como en el caso de los 

conejos del grupo experimental, de esta tesis, a la misma edad.  
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Figura 12: Mecanismos propuestos para el establecimiento del CISt 
(A) Observamos a la Célula de Sertoli, en su mecanismo fisiológico normal, quien es la responsable de enviar factores de 
diferenciación al gonocito, NCAM, PDGF, entre otros, para que éste a su vez, regule a la baja sus proteínas de 
pluripotencialidad como POU5F1 y C-Kit y se diferencie a espermatogonia y esta célula, en etapa prepuberal inicie 
actividades propias del arranque y establecimiento de la espermatogénesis hasta llegar a la producción de 
espermatozoides. Proponemos los siguientes mecanismos de alteración en las vías habituales de comportamiento de 
estas células: (1) que el gonocito al recibir el estradiol quedo “dañado” y aunque la célula de Sertoli envíe factores de 
diferenciación, el gonocito no responde y se mantiene expresando sus proteínas de pluripotencialidad; (2) que el 
estradiol “dañe” a las células de Sertoli,  por lo tanto ésta célula no envía los factores que requiere el gonocito para 
diferenciarse; o bien (3) que el estradiol altere los mecanismos intrínsecos de apoptosis, ya sea que la célula de Sertoli 
no envíe señales pro-apoptóticas para que el gonocito que mantiene la pluripotencialidad se dirija a la apoptosis o bien, 
que el propio gonocito no active su apoptosis, ya que este mecanismo ocurre  fisiológicamente en los gonocitos que no 
se diferencian. 
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Figura 13: Bloqueo del Eje Hipotálamo Hipófisis Testículo.  
Probablemente el estradiol bloquea a diferentes niveles del eje hipotálamo–hipófisis–testículo, desde inhibición de la 
GnRH, o falta de LH; cualquiera de estas impacta a nivel de la secreción de testosterona la cual es necesaria para concluir 
la última fase del descenso testicular. 
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9. CONCLUSIÓN 

Este modelo de conejo desarrollo el CISt o  NICGNC con las características histológicas y la 

presencia de marcadores específicos propios de esta patología. Demostramos que una 

población de gonocitos persistió morfológicamente, sin diferenciarse a espermatogonias 

conservando su pluripotencialidad.  

 

Por tanto, el conejo es un excelente modelo que puede ser empleado para estudiar los 

mecanismos etiológicos y fisiopatológicos del CISt y en un futuro buscar biomarcadores 

diagnósticos tempranos no invasivos y alternativas de tratamiento preventivo que 

reduzcan el riesgo de la enfermedad. 
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10.  ANEXO 

Indice Histopatológico 

Alteraciones Histológicas PUNTAJE 

a) Plegamiento de lámina Basal 1 

b) Descamación celular 1 

c) Vacuolización epitelial 2 

d) Cincisio celular 2 

e) Picnosis 2 

f) Tubos sin espermátidas 3 

g) Tubos sin espermatocitos 4 

h) Tubos sin espermatogonias 5 

i) Ausencia de todo tipo celular 6 

 

Indice de Maduración Epitelial 

PUNTAJE Alteración 

10 Espermatogenesis completa con gran cantidad de espermatozoides. 

9 Espermatogenesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5 por tubo). 

8 No hay espermatozoides maduros, presencia de espermátidas maduras en 
diferenciación. 

7 Gran cantidad de espermátidas sin algún signo de diferenciación. 

6 Presencia de pocas espermátidas (5 por tubo). 

5 Gran cantidad de espermatozoides presentes. 

4 Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo). 

3 Presencia únicamente de espermatogonias. 

2 No hay células germinales, sólo están presentes las células de Sertoli. 

1 No hay células en el tubo seminífero. 
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