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1.  ANTECEDENTES:

Los canceres genitourinarios representan el 26% de incidencia global de cancer y
el 13% de mortalidad por cancer global. En los paises en vias de desarrollo, estas
neoplasias malignas representan un problema de salud publica mayor; 36% de
todos los casos de cancer genitourinario y 52% de todas las muertes por cancer
ocurren en regiones en vias de desarrollo. Segun la Global Task Force on
Expanded Acces to Cancer Care and Control, so6lo el 5% de los recursos globales
destinados al cancer se invierten en lugares en vias de desarrollo.

La relacién entre el desarrollo econdmico y la incidencia global y tasas de
mortalidad no se ha entendido bien del todo, pero se hipotetiza que se asocia
principalmente a la limitaciébn del acceso a atencion médica para diagndstico
temprano y la disponibilidad de tratamiento asi como a factores de riesgo
modificables y exposiciones (laborales, ambientales, etc.) @,

México carece de registros fidedignos de incidencia nacional de cancer y solo
cuenta con cifras relacionadas con mortalidad. Existe el Registro Histopatoldgico
de Neoplasias Malignas (creado en 1995), con un retraso importante en la
recoleccion de datos en México.

El cancer de testiculo es la decimocuarta causa de muerte en México, lo que
equivalio al 2,7% de todos los canceres (incidencia de 2,8), con 443 muertes en
2012 (tasa de 0,7%). 1 a 2% de casos son bilaterales al momento del diagnéstico.
Del 90 al 95% son tumores de células germinales, con pico de incidencia en la
tercera década de la vida para los no seminomatosos, y la cuarta década para los
seminomatosos.

Los factores de riesgo epidemiolégicos en México son: antecedente de
criptorquidia, sindrome de disgenesia testicular, sindrome de Klinefelter, historia
familiar, tumor contralateral o neoplasia intraepitelial e infertilidad.

Es importante sefalar la variabilidad de incidencias como ejemplo de
susceptibilidad genética, asi como también lo son los factores ambientales
asociados a estilo de vida industrializado (probablemente causando infravirilizacion
del desarrollo genital embrionario) .

Los tumores testiculares de células germinales (seminomas y no seminomas)
constituyen mas del 90% de todos los tumores testiculares; representan apenas el
1% de los canceres en hombres a nivel mundial, siendo los canceres mas
frecuentes en los hombres de raza blanca entre la pubertad y los 40 afios en paises
industrializados, con una incidencia mundial por 100.000 habitantes de 1,5 casos
(0,5 en Africa y Asia y > 12 casos en Noruega y Suiza). En Estados Unidos la
incidencia promedio es de 6,6 casos por 100.000 habitantes (1,2 en raza negra) y
la incidencia ha incrementado en los ultimos 30 afios.
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Mas de la mitad de los tumores testiculares de células germinales (TTCG) son
seminomas, el resto corresponden a tumores de células germinales no
seminomatosos (TCGNS) y de éstos al menos un tercio poseen un componente
seminomatoso.

La distribucion etaria se refleja como: 35 afios para los seminomas, 25 afios para
los tumores no seminomatosos y 30 afios para los tumores no seminomatosos con
componente de seminoma. 25% de casos se asocian a susceptibilidad genética,
sin haber genes de alta penetrancia identificados en estudios de familias.

Se han identificado algunas alteraciones, como la microdelecién gr/gr de la region
AZFc del cromosoma Y, presente en 2-3% de tumores testiculares de células
germinales, incrementando el riesgo familiar 2 a 3 veces (asociado a infertilidad).

Otros factores de riesgo familiares son la historia familiar, antecedente de TTCG,
subfertilidad, testiculos no descendidos y microlitiasis testicular en pacientes
subfértiles. Factores de riesgo perinatales como: hemorragia materna, orden de
nacimiento, cantidad de hermanos, criptorquidia, hernia inguinal, hermanamiento,
bajo peso al nacer. La exposicion a dietilestilbestrol in Gtero puede aumentar el
riesgo ©),

La clasificacion actual de la OMS del afio 2016 ® sobre los tumores testiculares de
células germinales se divide de la siguiente manera:

1.- Tumores testiculares germinales derivados de neoplasia germinal in
situ:
a) Neoplasia de células germinales no invasiva:
1) Neoplasia germinal in situ.
2) Formas especificas de neoplasia germinal intratubular.
b) Tumores de un solo tipo histolégico (puros):
1) Seminoma.
2) Seminoma con células sincitiotrofoblasticas.
1) Tumores germinales no seminomatosos.
2) Carcinoma embrionario.
3) Tumor del saco vitelino, tipo postpuberal.
4) Tumores trofoblasticos:
a) Coriocarcinoma.
b) Tumores trofoblasticos no coriocarcinomatosos.
c) Tumor trofoblastico del lecho placentario.
d) Tumor trofoblastico epitelioide.
e) Tumor trofoblastico quistico.
5) Teratoma, tipo postpuberal.
6) Teratoma con transformacion somatica (maligna).
c) Tumores germinales no seminomatosos con mas de un tipo
histoldgico:
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1) Tumores germinales mixtos.
d) Tumores germinales de origen desconocido:
1) Tumores germinales con regresion.
2.- Tumores de células germinales sin relacion con neoplasia germinal in
situ:
a) Tumor espermatocitico.
b) Teratoma tipo prepuberal:
1) Quiste dermoide.
2) Quiste epidermoide.
3) Tumor neuroendocrino  bien  diferenciado  (teratoma
monodérmico).
c) Teratoma y tumor del saco vitelino, tipo prepuberal.
d) Tumor del saco vitelino, tipo prepuberal.

La presencia de neoplasia germinal in situ (NGIS), (antes denominada neoplasia
intratubular de células germinales/carcinoma in situ) como precursor de los TTCG
es fundamental; deriva de células germinales primordiales (gonocitos) y no siempre
se asocia a defectos genéticos que derivan en desordenes del desarrollo sexual.

Morfologicamente la NGIS es similar a los gonocitos fetales. Asi mismo, las células
de la NGIS expresan los mismos marcadores embrionarios y tiene perfiles de
transcripcion similares, asi como caracteristicas epigenéticas. El retraso en la
maduracion de los gonocitos puede deberse a funcion insuficiente de las células
testiculares somaticas, células de Sertoli o de Leydig.

Se cree que la falla de los gonocitos para suprimir la expresion de OCT3/4 (que
normalmente ocurre cuando se recolocan en el centro de los tibulos seminiferos)
es un evento temprano en la patogénesis de la NGIS porque se coexpresa OCT3/4
(funcion antiapoptésica) y la proteina especifica testicular codificada en Y (TSPY)
(que estimula la proliferacion), asi como el ligando KIT (factor de célula madre) por
las células de Sertoli, y juntos conducen a la transformacién neoplasica de los
gonocitos con retraso en la maduracion.

Las etapas de progresion temprana se definen morfolégicamente como: (1) retraso
en la maduracion de gonocitos (expresion de OCT3/4 en gonocitos localizados
centralmente posterior a la edad de 6 meses), (2) lesiébn pre-NGIS (gonocitos
localizados en la membrana basal, con coexpresion de OCT3/4 y TSPY con patrén
heterogéneo, acompafados de expresion focal del ligando KIT en las células de
Sertoli de los tubulos); (3) NGIS (gonocitos atipicos en la membrana basal con
expresion de OCT3/4 acompafiada por ligando KIT en las células de Sertoli y los
gonaocitos atipicos, con coexpresion de TSPY).

La neoplasia germinal in situ es el precursor comun de los seminomas y los tumores
no seminomatosos, compuestos por gonocitos transformados con caracteristicas
neoplasicas de desarrollo embrionario ®),
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Las formas especificas de neoplasia intratubular germinal incluyen el seminoma
intratubular y carcinoma embrionario intratubular, y raramente, tumor del saco
vitelino y teratoma intratubular. La presencia de células trofoblésticas intratubulares
ocurre ocasionalmente asociadas a seminoma, sin embargo, un componente
intratubular de coriocarcinoma u otros tumores trofoblasticos no se ha descrito;
pueden derivar de la transformacion directa de células primordiales o de la
diferenciacion intratubular de una neoplasia germinal in situ © 4.

La heterogeneidad de los tumores testiculares germinales es responsable de
muchos dilemas diagndsticos. El diagndstico correcto y caracterizacion de dichos
tumores se convierte en un reto para los patélogos, desde la manera de inclusién
de los especimenes, la correlacion con elevacion de marcadores séricos y la
interpretacion cautelosa de los parametros histolégicos (como invasion
linfovascular) .

Los tumores testiculares germinales mas frecuentes relacionados con neoplasia in
situ germinal son los seminomas, seguidos de los tumores mixtos, dentro de los
cuales los componentes mas frecuentemente encontrados son: carcinoma
embrionario, tumor de saco vitelino y teratoma @ 9 (figura 1).

- ~
7 ™~

Figura 1. Algoritmo de la clasificacion de los tumores germinales
testiculares y su origen histoldgico.

En los dltimos afios, se han identificado muchos biomarcadores con la finalidad de
discriminar entre los distintos tipos de tumores testiculares de células germinales.
Ademas de su utilidad como marcadores que permiten la identificacion histolégica
de dichos tumores, dichos biomarcadores pueden representar dianas terapéuticas
moleculares ©),

El primer marcador de inmunohistoquimica utilizado para identificar las neoplasias
germinales in situ y los tumores testiculares germinales derivados de éstas fue la
fosfatasa alcalina placentaria (PLAP), utilizada en animales para deteccion de
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células germinales primordiales . Otros marcadores de inmunohistoquimica de
gran utilidad en el diagndstico de neoplasias testiculares germinales han sido:
OCT4, NANOG, SOX2, REX1, UTF1 y LIN28, asi como podoplanina, AP-2y Y KIT
(CD117) 67,

Los marcadores mas utiles para distinguir los seminomas son: OCT3/4, NANOG,
AP-2y, D2-40, KIT y PLAP. En el caso de los tumores no seminomas se puede
ocupar un panel amplio para identificar distintos componentes histolégicos; para
distinguir el carcinoma embrionario son utiles OCT4, NANOG, SOX y CD30.

El tumor del saco vitelino produce y secreta a-fetoproteina (AFP), que se puede
detectar en el suero del paciente y en el tejido tumoral, también son de utilidad
Glypican-3 (GPC3) y SALL4. El coriocarcinoma contiene sincitios de células
trofoblasticas que secretan gonadotropina coriénica humana, fraccién B (B-hCG) ).

OCT3/4 (también conocido como POUS5F1) es un factor de transcripcion nuclear de
dominio POU y unién a octdmero que se expresa en células pluripotenciales
indiferenciadas, incluyendo las células madre embrionarias y células germinales
humanas. El gen OCT3/4 se localiza en el cromosoma humano 6p21.3, y codifica
una proteina fundamental en el mantenimiento de la pluripotencialidad de las
células madre embriénicas y en las células germinales primordiales, cuya expresion
disminuye en todos los tipos de células somaticas. También participa como factor
de supervivencia de células madre (con funcién antiapoptésica), y se expresa
fundamentalmente en la neoplasia germinal in situ, los seminomas y los carcinomas
embrionarios ®.

También se ha reportado su utilidad como marcador para definir la presencia de
lesiones metastasicas correspondientes a tumores germinales testiculares desde
el 2004 @), asi como su utilidad clinica en el diagndstico temprano de neoplasia
germinal in situ. Se ha recomendado la utilizacién de OCT3/4 en la busqueda de
neoplasia germinal in situ en los paciente con antecedente de criptorquidia,
independientemente de la edad en que se realizara orquidopexia; en pacientes
infértiles o subfértiles con atrofia testicular y oligospermia con microlitiasis testicular
bilateral asociada (por ultrasonografia), en pacientes con ambigiedad sexual
somatica con tejido testicular, y en pacientes con antecedente de tumor testicular o
extragonadal de células germinales ©.

En otros estudios se ha valorado la utilidad de identificar cambios en la expresion
de OCT3/4 asociados con la edad o bien la expresion de células germinales
inmunopositivas para podoplanina en los tubulos seminiferos de nifios prepuberes
con criptorquidia, pues dicha expresion puede ser de utilidad en la deteccion de
neoplasia germinal in situ 19, Estos argumentos son controversiales, pues otros
autores han concluido que los marcadores inmunohistoquimicos que se utilizan en
adultos para detectar neoplasia germinal in situ no pueden utilizarse en los nifios
con criptorquidia debido a que la marcaciéon positiva es comun que se detecte en
tal grupo de edad, a la edad en que la mayoria de las orquidopexias se realizan, y
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gue es poco probable que se desarrolle una neoplasia germinal intratubular (in situ)
durante el desarrollo fetal en los pacientes con criptorquidia 9,

Otros estudios que se han realizado en la bausqueda de neoplasia germinal in situ
implican la utilizacion de métodos no invasivos, como la evaluacion de la expresion
de OCT3/4 en el semen de pacientes con factores de riesgo para el desarrollo de
neoplasia germinal in situ y tumor testicular germinal 2. Se logré demostrar que
se pueden identificar células OCT3/4 positivas en el semen de la mayoria de los
pacientes con neoplasia germinal in situ, en pacientes con diagnéstico de
microlitiasis testicular, de masa testicular identificada por ultrasonido, y en
pacientes postorquiectomia con muestras de semen preservadas para fines de
tratamientos de fertilidad. Estos resultados ofrecen la posibilidad de un diagndstico
oportuno y la oferta de un tratamiento curativo en pacientes con potencial riesgo de
desarrollo de neoplasia testicular germinal con los riesgos que conlleva.

Otros usos que se le ha dado a la inmunomarcacion dirigida a los tumores de
células germinales es la deteccién de metastasis en pacientes con diagnéstico de
neoplasia germinal testicular, ya sea como diagnostico de metastasis en un
paciente sin tratamiento previo o en pacientes tratados con quimioterapia (13 14,

El marcador OCT3/4 demostré ser altamente sensible y especifico en la
determinacién de neoplasia metastasica en linfadenectomias retroperitoneales,
para los casos de seminomas y carcinomas embrionarios, y demostrando ser de
mayor utilidad diagnéstica que el uso de CD30 en los casos de carcinoma
embrionario en pacientes con antecedente de quimioterapia por un tumor testicular
germinal.

Es importante hacer esta distincion porque la quimioterapia que se utiliza en los
pacientes diagnosticados con neoplasias germinales testiculares se ha asociado al
desarrollo de neoplasias no germinales secundarias, por lo cual la determinacion
de neoplasia germinal residual metastasica y de una neoplasia no germinal con
metastasis implica un prondstico y estrategias terapéuticas completamente
diferentes.

La podoplanina (PPN), (también conocida como AGGRUS, gp36, M2A y TIA-2) es
reconocida por el anticuerpo D2-40. Es una glucoproteina transmembrana de 38
kDa codificada por un gen del brazo corto del cromosoma 1 (1p36.21), y es
expresada en varios tejidos, siendo el homdélogo de la proteina aggrus de los
ratones (una sialoglucoproteina de 44 kDa). Breiteneder-Geleff y sus colegas la
describieron originalmente en los podocitos glomerulares de la rata en 1997, y
desde entonces se ha observado en el endotelio linfatico, mesotelio, varios
epitelios, células dendriticas hematopoyéticas, células dendriticas foliculares y
células germinales de varias especies, incluyendo humanos @5).




HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
Direccién de Investigacién y Ensefianza

El antigeno CD30 es parte de la superfamilia de receptores del factor de necrosis
tumoral y tiene efectos pleiotropicos en las células que lo expresan. CD30 puede
identificarse en tejidos congelados con el anticuerpo Ki-1 o0 en cortes
desparafinados con el anticuerpo BerH2. El patrén de tincion aceptado es
membranoso o paranuclear “tipo Golgi” (dot-like). Se expresa en el linfoma
anaplasico de células grandes (ALCL), en la papulosis linfomatoide y se observa
en 95% de casos de linfoma de Hodgkin clasico en las células HRS, asi como
neoplasias no hematolinfoides, como el carcinoma embrionario y melanomas, y
neoplasias mesenguimatosas benignas y malignas 1.

La podoplanina se expresa en hasta el 95% de las neoplasias germinales in situ y
el 98% de los seminomas, pero raramente se identifica en componentes no
seminomatosos, siendo un marcador de alta sensibilidad y especificidad en el
contexto de las neoplasias germinales testiculares (16),

Por su parte, CD30 se utiliza en la deteccion del carcinoma embrionario y su
diferenciacion de otros tumores germinales testiculares que morfolégicamente
pueden remedar su aspecto histolégico, como las variantes pleomorficas del
seminoma, y algunos patrones histolégicos del tumor del saco vitelino 7,

En otros estudios se ha utilizado CD30 y KIT para diferenciar el carcinoma
embrionario (CD30+, KIT-) del seminoma (KIT+, CD30-), resaltando que la
inmunorreactividad para podoplanina con el anticuerpo D2-40 es altamente
sensible para el seminoma, pero que puede llegar a marcar focalmente en algunos
casos de carcinoma embrionario 19,
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2. JUSTIFICACION:

En México la prevalencia de neoplasias testiculares es elevada, alcanzando el
21.2% del total de casos de cancer genitourinario en las series mas recientes de
epidemiologia nacional ©®). El diagnéstico morfolégico ha sido complementado en
los ultimos afios con nuevos marcadores de inmunohistoquimica.

La clasificacion morfolégica de los tumores testiculares de células germinales
puede presentar retos diagnoésticos, por lo cual es importante la valoracion de
recursos auxiliares, como la inmunohistoquimica para diagndéstico preciso, con
implicaciones prondsticas. En el Hospital Juarez de México es frecuente la
patologia neoplasica testicular, respetando los mismos porcentajes descritos a nivel
nacional.

Es importante evaluar las herramientas que de forma rutinaria empleamos en la
caracterizacion morfolégica e inmunofenotipica de una patologia frecuente en
nuestro medio.

3.  PREGUNTA DE INVESTIGACION:

e (En qué medida la aplicacién de los marcadores de inmunohistoquimica
OCT3/4, podoplanina y CD30 impacta en el diagndéstico de las neoplasias
testiculares germinales en nuestro medio, en el contexto de la nueva
clasificacion de tumores testiculares de la OMS del 2016?

4.  OBJETIVOS:

4.1 OBJETIVO GENERAL:

e Describir la expresion inmunohistoquimica de nuevos marcadores de
linea germinal en los tumores testiculares de células germinales en la
poblacién del Hospital Juarez de México y su utilidad para la
caracterizacion morfolégica segun la nueva clasificacion de la OMS
de tumores testiculares.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar el espectro morfoldgico y subtipo histolégico mas frecuente
de neoplasia germinal testicular en nuestro medio.

2. Conocer la expresion de los marcadores OCT3/4, podoplanina y
CD30 en la serie estudiada.

3. Correlacionar la expresion inmunofenotipica de los marcadores
OCT3/4, podoplanina y CD30 y el subtipo histopatolégico asignado
previo a la inmunomarcacion.

4. Establecer la frecuencia de neoplasia germinal in situ en la casuistica
estudiada.

5. METODOLOGIA:

5.1 DISENO DE LA INVESTIGACION:
e Se realiz6 un estudio observacional, ambispectivo, descriptivo y
analitico, no experimental.

5.2 TAMANO DE LA MUESTRA:
e De los 30 casos seleccionados inicialmente para la investigacion,
solamente se estudiaron 27 casos, esto debido a que tres de los casos
seleccionados se catalogaron como material insuficiente.

5.3 MATERIAL Y METODOS:

a. El material se obtuvo de los especimenes quirdrgicos testiculares
registrados en el departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital
Juérez de México asi como de material de revision remitido a esta
institucion con el mismo concepto (neoplasias testiculares) en el
periodo comprendido entre enero de 2015 y enero de 2019, con el
diagndstico histopatologico de neoplasia testicular germinal.

b. Se realiz6 inmunomarcacién con los anticuerpos para OCT3/4,
podoplanina y CD30 en el material seleccionado para la determinar la
correlacion morfolégica y la expresion inmunofenotipica.

c. Se categorizaron los casos utilizando los criterios diagndsticos
establecidos por la clasificacion de la OMS del 2016 de neoplasias
testiculares germinales.
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5.4 CRITERIOS DE SELECCION:

a. CRITERIOS DE INLCUSION:

Material correspondiente a piezas quirargicas con el
diagnostico histopatolégico de tumores testiculares de células
germinales (seminoma, no seminoma y neoplasias mixtas).

b. CRITERIOS DE EXCLUSION:

N

Material del archivo insuficiente, ausente o dafiado para la
evaluacion e inmunomarcacion.

. Casos de lesiones testiculares no neoplasicas.

Neoplasias testiculares distintas a las referidas en los criterios
de inclusion.

5.5 DEFINICION DE VARIABLES:

1. VARIABLES INDEPENDIENTES:

Subtipo histoldgico (variable cualitativa nominal), segun la
clasificacion histolégica de los tumores testiculares de la
OMS, 2016.

Edad (variable cuantitativa), expresada en afos.

Neoplasia germinal intratubular (variable cualitativa),
expresada como presente o0 ausente.

2. VARIABLES DEPENDIENTES:

Parametros histologicos (variable cualitativa, nominal):
tamafio tumoral, infiltracion de estructuras adyacentes,
presencia o ausencia de necrosis, cambios asociados a
tratamiento, extension extracapsular, invasion linfovascular e
invasion perineural, estatus de margenes quirdrgicos,
presencia de alteraciones morfolégicas secundarias
(hallazgos incidentales).

Estado de inmunomarcaciéon (variable cualitativa nominal),
positivo 0 negativo, intensidad de la marcacion, marcacién
aberrante (distinta a la esperada).

Cantidad de inmunomarcacion (variable cuantitativa),
expresada en porcentaje con respecto al tejido evaluado.
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5.6 TECNICAS, INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS:

e Las muestras de tejido se fijaron en formol neutro al 10% para su
procesamiento histolégico automatico (deshidratacion, aclaracion,
inclusién en parafina) y cortes de espesor entre 2-4 micras.

e Se utilizaron cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina y eosina
para observacion al microscopio de luz convencional, asi como
tinciones de inmunomarcacion automatizada con sistema AVIDINA-
BIOTINA-ESTREPTAVIDINA con anticuerpos para OCT3/4,
podoplanina y CD30, utilizando controles positivos y negativos.

e Se revisaron las laminillas en campos de bajo aumento (10x) y gran
aumento (40x) para observar los patrones morfolégicos. Las
inmunoreacciones se revisaron en campos de bajo aumento (10x) y
gran aumento (40x) para valorar su positividad o negatividad.

MARCADOR NATURALEZA  DILUCION INTERPRETA- CONTROL PROCEDENCIA
CION POSITIVO

OCT3/4 ANTICUERPO 1:50-1:100 MARCACION SEMINOMA ZETA
MONOCLONAL NUCLEAR Corporation
DE RATON

PODOPLANINA | ANTICUERPO 1:100-1:200 | MARCACION DE | LINFANGIOMA | Dako
MONOCLONAL CITOPLASMA / APENDICE
DE RATON

CD30 ANTICUERPO 1:50-1:100 MARCACION DE | CELULAS HRS | Diagnostic
MONOCLONAL MEMBRANA (LINFOMA DE | BioSystems
DE RATON HODGKIN)

6. ASPECTOS ETICOS:;

e De acuerdo al articulo 17 de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud, en su capitulo Gnico y considerando como
riesgo de la investigacion a la probabilidad de que el sujeto de
investigacion sufra algun dafio como consecuencia inmediata o tardia
del estudio, este estudio se clasifica como: INVESTIGACION SIN
RIESGO. Se traté de una investigacion observacional sobre muestras
recabadas de archivos del laboratorio de Anatomia Patolégica del
Hospital Juarez de México y no directamente sobre los sujetos cuyas
muestras fueron estudiadas. No se tuvo acceso directo a datos
personales de los pacientes, ya que se manejaron uUnicamente
nameros de biopsias, a los cuales se le asignaron numeros
consecutivos. Los resultados de la investigacion no alteraron el
diagndstico, prondstico, ni tuvieron implicaciones en el manejo de los
pacientes o sus familiares. No se contacté a ninguno de los pacientes
y no requirid, por todo lo antes expuesto, de consentimientos
informados.
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7. ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD:

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de los
laboratorios del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Juarez
de México en concordancia con las medidas y estandares de
bioseguridad normados para el funcionamiento de éstos en el pais.
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8. RESULTADOS:

Todos los casos examinados corresponden a hombres y la edad de presentacion
varia desde los 16 afios hasta los 52 afios (grafica 1), con una edad promedio de
presentacion de 28.62 afos.

Grafica 1. “Neoplasias testiculares germinales. Edad de presentacion.
Hospital Juarez de México. 2015-2019”.
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De los 27 casos examinados, 24 casos corresponden a neoplasias con mas de un
tipo histologico (carcinoma embrionario, seminoma, tumor del saco vitelino,
teratoma, etc.), correspondiendo al 89% del total de la muestra. Los 3 casos
restantes de un solo tipo histolégico corresponden a seminomas (graficas 2 y 3).

Grafica 2. “Neoplasias Testiculares Germinales. Distribucidén segun tipo
histologico. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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Grafica 3. “Neoplasias Testiculares Germinales con un solo tipo histolégico.
Hospital Juarez de México, 2015-2019.”

B seminoma

La lateralidad del tumor fue determinada en 17 de los 27 casos estudiados, siendo
afectado el testiculo derecho en 9 casos (33%) y el izquierdo en los 8 restantes
(29.6%). En ninguno de los 10 casos externos (37%), la lateralidad tumoral fue
remitida en la solicitud de revisién del material, por lo que se consideré6 como no
precisada (grafica 4).

Gréfica 4. “Neoplasias Testiculares Germinales. Distribucién segun Lateralidad
Tumoral. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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8.1 HALLAZGOS MORFOLOGICOS:

De los 24 casos revisados que corresponden a neoplasias germinales mixtas, 21
de 24 contienen un componente de carcinoma embrionario, 22 de 24 contienen un
componente de tumor del saco vitelino, 12 de 24 cuentan con un componente de
teratoma, 7 de 24 cuentan con un componente de seminoma y solamente 4 de 24
contienen un componente de coriocarcinoma (gréafica 5).

Gréfica 5. “Neoplasias Testiculares Germinales Mixtas. Distribucion segun
Presencia de Cada Tipo Histolégico. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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Los porcentajes que se determinaron para cada subtipo histol6gico son altamente
variables, debido a que un subtipo histolégico en casos mixtos puede involucrar
desde un 1% hasta un 95%; por cada subtipo histoldgico en los casos de neoplasias
mixtas se refleja la variabilidad porcentual de la siguiente manera:

Tipos histolégicos: % Maximo % Minimo
Tumor del saco vitelino 95 10
Carcinoma embrionario 70 5
Teratoma 60 5
Seminoma 90 1
Coriocarcinoma 30 5
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Grafica 6. “Neoplasias Testiculares Germinales Mixtas. Proporciones relativas
(maximo/minimo) para Cada Tipo Histolégico. Hospital Juarez de México,

2015-2019.
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En la grafica 6 se describen los porcentajes menor y mayor de cada subtipo
histol6gico en los casos de neoplasias germinales mixtas estudiados.

De las piezas trabajadas en esta unidad (orquiectomias derechas o izquierdas), se
tiene reporte sobre el peso y tamafio tumoral, y de todos los casos incluyendo el
material de revision se tiene reporte de los siguientes hallazgos histopatoldgicos:

e Presencia de necrosis.

e Estado de margenes quirargicos.

e Presencia 0 ausencia de invasion linfovascular.

e Presencia 0 ausencia de invasion perineural.

e Presencia o ausencia de neoplasia germinal intratubular.
e Otros hallazgos no relacionados con la neoplasia.

Los hallazgos obtenidos se esquematizan en las siguientes gréficas:
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Grafica 7. “Neoplasias Testiculares Germinales. Distribucidén segun tamafo
tumoral. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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El tamafio tumoral en las piezas revisadas resultdé variable, siendo el tumor de
menor diametro de 2.5cm y el mayor de 14 cm; el tamafio tumoral se promedi6 de
la siguiente manera: tumores menores a 3 cm, tumores de 3 cm 0 mayor tamanio,
y tamafio del tumo no precisado, esto de acuerdo a la guia de la AJCC en su octava
edicidn sobre el estadio patologico de las neoplasias testiculares germinales
(aplicable para seminomas) (grafica 7).

Con respecto al estado de margenes quirargicos, se encuentran reportados de la
siguiente manera: positivos para neoplasia (positivo), negativos para neoplasia
(negativo) y no valorables por corresponder a casos no procesados en el laboratorio
de patologia de nuestra institucion (casos externos). Se representan en la gréafica 8
los resultados evaluados.

Se evaluo en todos los casos examinados el reporte de necrosis tumoral. De los 27
casos evaluados, 7 se reportaron con necrosis extensa y en los 20 restantes no se
reportd necrosis tumoral. La necrosis es un factor histoloégico que puede
interpretarse como alta actividad neoplasica, crecimiento desmesurado mas alla de
la capacidad de la neoplasia de generar aporte vascular, o bien como cambios que
se asocian a tratamiento neoadyuvante y citorreductor (quimioterapia/radioterapia).
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Grafica 8. “Neoplasias Testiculares Germinales. Estado de margenes quirdrgicos.
Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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El protocolo de evaluacion y reporte de las neoplasias testiculares germinales
basado en el modelo de College of American Pathologists modificado en junio del
afio 2017 19 enlista las caracteristicas mas importantes para la estadificacion de
los tumores testiculares germinales, de los cuales el tamafio tumoral, la extension
tumoral y la presencia de invasién linfovascular son los factores que determinan los
estadios tempranos segun el modelo de estadificacion internacional TNM
recomendado por la AJCC en su octava edicion 9, La invasion linfovascular se
define como la presencia de permeacion por células neoplasicas hacia espacios
vasculares ya sean linfaticos (vasos de paredes delgadas revestidos por células
endoteliales) o vasos sanguineos (venas principalmente), incluyendo también la
diseminacién a través de capilares sanguineos. En multiples estudios se ha
determinado que la presencia de invasion linfovascular se correlaciona con un
riesgo significativo elevado de metastasis a distancia, lo cual cobra mayor
importancia diagndstica en pacientes encontrados en un estadio clinico | de la
enfermedad, por lo cual es fundamental la importancia de su descripcién en el
reporte histopatoldgico 2027,

La invasion linfovascular la encontramos reportadas en los casos examinados de
la siguiente manera: presente y no identificada; éste ultimo haciendo referencia a
que en el muestreo evaluado del tejido neoplasico y adyacente no se puede
evidenciar histolégicamente el componente de angioinvasion, pero no puede ser
descartado (debido a la naturaleza propia del procesamiento de piezas quirurgicas).
En la gréafica 9 se representan los porcentajes de casos positivos y sin evidencia de
invasion vascular / linfatica.
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Grafica 9. ““Neoplasias Testiculares Germinales. Invasion vascular/linfatica.
Hospital Juarez de México, 2015-2019.”

m Presente ®m No identificada

La presencia de invasion perineural es un hallazgo histomorfolégico de importancia
como factor pronéstico, aunque de menor impacto, por lo que es opcionalmente
reportada (en la gréfica 10 se proyecta el hallazgo del estudio). La invasion
perineural indica el riesgo de diseminacion de la neoplasia hacia trayectos
nerviosos en sentido ascendente mas alla de lo valorable en la pieza quirlrgica y
por ende, implica siempre posibilidad de recurrencia de neoplasia a pesar de
encontrarse margenes quirtrgicos libres de lesién en el tejido examinado (20 28),

Gréfica 10. “Neoplasias Testiculares Germinales. Invasion perineural.
Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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El siguiente hallazgo morfolégico reportado se trata de la presencia de neoplasia
germinal intratubular en los casos examinados. Como se ha mencionado, la
neoplasia germinal intratubular se considera la lesién precursora que da origen a
las neoplasias germinales testiculares (pospuberales), independientemente del tipo
histoldgico, y comparten alteraciones cromosémicas como la formacion de un
isocromosoma del brazo corto de cromosoma 12, i(12p) ?2 2324 La neoplasia
germinal intratubular se puede reportar segun las guias recomendadas por el
College of American Pathologists de la siguiente manera:

e Neoplasia germinal in situ.

e Seminoma in situ.

e Carcinoma embrionario in situ.

e Otra neoplasia germinal intratubular (especificar cual).

En nuestra casuistica se reporta la neoplasia germinal intratubular de la siguiente
manera (grafica 11):

Gréfica 11. “Neoplasias Testiculares Germinales. Presencia de Neoplasia
Germinal Intratubular. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”

m Presente  ® No identificada = No reportada

El dltimo hallazgo morfologico que nosotros reportamos en el material examinado
en laminillas tefiidas de manera rutinaria (hematoxilina y eosina) es la presencia de
otros hallazgos morfolégicos secundarios o que no estén vinculados con la
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neoplasia germinal, de los cuales se encuentran reportados los siguientes
enlistados (grafica 12):

e Atrofia de tubulos seminiferos: 8 casos (29.62%).

e Microlitiasis: 2 casos (7.40%).

¢ Quistes epididimarios: 2 casos (7.40%).

e Presencia de tejido suprarrenal ectépico: 2 casos (7.40%).
e Hiperplasia de células de Leydig: 1 caso (3.70%).

¢ Ningun hallazgo significativo: 12 casos (44.44%).

De todos los cuales la presencia de microlitiasis en los tdbulos seminiferos
adyacentes se considera un hallazgo histolégico que se asocia con riesgo de
desarrollo de neoplasia germinal intratubular ?%. Los demas hallazgos suelen ser
bien secundarios a la presencia de una neoplasia germinal invasiva, o bien son
hallazgos secundarios sin relacion directa con la neoplasia germinal.

Grafica 12. “Neoplasias Testiculares Germinales. Hallazgos Histologicos
Coexistentes en Orquiectomias. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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8.2 HALLAZGOS DE INMUNOHISTOQUIMICA:

Los resultados se interpretaron de la siguiente manera:
e CD30: marcacién positiva en el plasmalema de las células neoplasicas.
e OCTS3/4: marcacion positiva en los nucleos de las células neoplasicas.
e Podoplanina (D2-40): marcacion positiva en el citoplasma de las células
neoplasicas.
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De los 21 casos que se diagnosticaron como neoplasia germinal mixta con
componente de carcinoma embrionario, 19 casos mostraron reactividad para la
inmunomarcacién con CD30 (cualquier porcentaje de marcacion) y 2 fueron
negativos (no expresaron marcaciéon con CD30) (grafica 13); de los 19 casos
positivos para CD30, 7 casos mostraron positividad focal y 12 casos mostraron
positividad difusa de la marcacion.

Gréfica 13. “Neoplasias Testiculares Germinales. Expresion de CD30 en el
carcinoma embrionario. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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En los 2 casos que fueron negativos para CD30, uno habia sido reportado con un
porcentaje de 10% correspondiente a carcinoma embrionario del total de tumor
examinado, el otro caso habia sido reportado con un porcentaje de 5%
correspondiente a carcinoma embrionario del total de tumor examinado.

En los tres casos que fueron neoplasias puras y se diagnosticaron por morfologia
con hematoxilina y eosina como seminomas, se realiz6 inmunomarcacion con
CD30, OCT3/4 y Podoplanina, con los siguientes resultados (grafica 14):

e OCT3/4: positivo difuso en los 3 casos para seminomay N.G.I.T.
e Podoplanina: positivo difuso en los 3 casos para seminomay N.G.I.T.
e CD30: negativo en los 3 casos.
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Grafica 14. “Neoplasias Testiculares Germinales. Expresion de
inmunomarcadores en el seminoma puro. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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Gréfica 15. “Neoplasias Testiculares Germinales. Expresion de OCT3/4 en las
neoplasias germinales mixtas. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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Se realizé inmunomarcacion con OCT3/4 en todos los casos diagnosticados como
neoplasias germinales mixtas (24 casos), de los cuales 7 casos se reportaron con
un componente de seminoma en H&E. Los resultados para dichos marcadores
fueron los siguientes (gréfica 15):

e OCT3/4:
o Positivo en componente de carcinoma embrionario: 17 casos
o Positivo en componente de seminoma: 5 casos
o Positivo en neoplasia germinal intratubular (N.G.I.T.): 7 casos.
o Negativo: 4 casos.

Se puede observar que, de los 21 casos diagnosticados en H&E como neoplasias
germinales mixtas con componente de carcinoma embrionario, solo 17 casos
fueron positivos para OCT3/4, mientras que de 7 casos diagnosticados en H&E
como neoplasias germinales mixtas con componente de seminoma, sélo 5 casos
fueron positivos para OCT3/4, los cual corresponde a un margen de sensibilidad de
80.95% para el carcinoma embrionario y de 71.42% para el seminoma (grafica 16).

Gréfica 16. “Neoplasias Testiculares Germinales. Relacion de la expresion de
OCT3/4 en el carcinoma embrionario y seminoma. Hospital Juarez de México,

2015-2019.”
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De los 27 casos examinados en totalidad (neoplasias germinales puras y mixtas),
21 se reportaron con presencia de neoplasia germinal intratubular en el material de
rutina (hematoxilina y eosina) (grafica 15); en el estudio de inmunohistoquimica
solamente 10 casos fueron positivos por medio de inmunohistoquimica con OCT3/4
para neoplasia germinal intratubular (37,03%) de los 27 casos en total (Grafica 17).

Gréfica 17. “Neoplasias Testiculares Germinales. Expresion de OCT3/4 en la
neoplasia germinal intratubular. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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El tercer marcador de inmunohistoquimica evaluado es la Podoplanina (D2-40), el
cual se realizé en los 24 casos examinados como neoplasias germinales mixtas del
estudio y se obtuvo la siguiente bithcora de resultados (gréafica 18):

Gréfica 18. “Neoplasias Testiculares Germinales. Expresion de Podoplanina en
las neoplasias germinales mixtas. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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e Podoplanina:

Positivo en neoplasia germinal intratubular: 13 casos.

Positivo en componente de seminoma: 5 casos.

Positivo en componente de carcinoma embrionario (apical): 7 casos.
Negativo: 5 casos.

O O O O

De los 27 casos examinados en totalidad (neoplasias germinales puras y mixtas),
21 se reportaron con presencia de neoplasia germinal intratubular en el material de
rutina (hematoxilina y eosina) (grafica 15); en la evaluacion de inmunohistoquimica
que realizamos, 16 casos fueron positivos con Podoplanina para neoplasia germinal
intratubular (59.25%) del total de 27 casos (Grafica 19).

Grafica 19. “Neoplasias Testiculares Germinales. Expresion de Podoplanina en la
neoplasia germinal intratubular. Hospital Juarez de México, 2015-2019.”
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El dltimo pardmetro a valorar en los estudios de inmunohistoquimica es la
correlacion que existe entre la expresion de OCT3/4 y de Podoplanina en la
neoplasia germinal intratubular de nuestros casos evaluados. De los 27 casos en
total examinados con hematoxilina y eosina y con OCT3/4 y D2-40, se identifico la
presencia de neoplasia germinal intratubular independientemente del marcador que
fuera positivo o negativo, con los siguientes hallazgos (grafica 20):

¢ Neoplasia germinal intratubular:
o Presente: 16 casos.
o No se identifica: 11 casos.
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Grafica 20. “Neoplasias Testiculares Germinales. Determinacion de la neoplasia
germinal intratubular por medio de inmunohistoquimica. Hospital Juarez de
México, 2015-2019.”
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De los 16 casos que se reportaron positivos para neoplasia germinal intratubular
por medio de inmunohistoquimica (utilizando los marcadores OCT3/4 y D2-40), 16
casos fueron positivos para D2-40 mientras que 10 casos fueron positivos para
OCT3/4, lo cual significa expresion de D2-40 en todos los casos reportados por
inmunohistoquimica como positivos para neoplasia germinal intratubular (100%),
mientras que OCT3/4 se expresé en un 62,5% de los casos (grafica 21).

Gréfica 21. “Neoplasias Testiculares Germinales. Coexpresion de OCT3/4 y
Podoplanina en la neoplasia germinal intratubular. Hospital Juarez de México,
2015-2019.”
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9. DISCUSION:

Las neoplasias testiculares de células germinales son un problema de salud
frecuente en nuestro medio. Se diagnostican entre las 32 y 42 décadas de vida y
suelen tener una presentacion clinica caracteristica, con aumento de volumen
indoloro del testiculo afectado sin otros sintomas evidentes; cuando se presentan
como aumento de volumen doloroso usualmente son mas pequefios y pueden
confundirse con una torsion testicular; en un porcentaje bajo (3-5%) de los casos
de neoplasia testicular germinal (seminomas o no seminomas) pueden haber datos
clinicos asociados a actividad metastéasica (usualmente dolor lumbar bajo por
metastasis 6seas/retroperitoneales) @b,

La literatura internacional describe que los seminomas son la neoplasia testicular
de células germinales mas frecuente, seguida de las neoplasias mixtas y las
neoplasias puras no seminomatosas. Incluso en las neoplasias germinales
testiculares mixtas, se describe que hasta una tercera parte contiene un
componente seminomatoso @ 21, En nuestro estudio se seleccionaron casos del
archivo del departamento de patologia de Hospital Juarez de México de forma
aleatoria, con la finalidad de analizar y describir la utilidad que ofrece el uso de
marcadores de inmunohistoquimica en la distincion y diferenciacién de los distintos
subtipos histologicos, que por morfologia en tinciones de rutina de hematoxilina y
eosina pueden llegar a confundirse por sus patrones arquitecturales y
caracteristicas citologicas.

Los resultados con respecto a la estadistica son muy claros: la edad de
presentacion promedio de nuestra casuistica fue 28,7 afios, el peso de los
especimenes y el tamafio tumoral es variable dependiendo de los componentes
histoldgicos, todos los casos se presentaron como unilaterales, todos los casos de
neoplasia germinal pura correspondieron a seminomas, y de los casos de neoplasia
germinal mixta los elementos histolégicos mas frecuentes fueron el componente de
tumor del saco vitelino y el carcinoma embrionario, lo cual es concordante con la
bibliografia citada .

Reportar los margenes quirirgicos como positivos o negativos para neoplasia es
un factor prondéstico de importancia y se traduce en la presentacion de recidivas y
actividad neoplasica con potencial metastasico, por lo que reportar el estado de
margenes quirdrgicos es un requisito obligatorio (26: 28),

La neoplasia germinal intratubular no tratada progresa a neoplasias invasivas de
células germinales en aproximadamente el 50% de los casos en seguimientos de
hasta 5 afios, y usualmente se administra tratamiento con dosis bajas de
radioterapia (son extraordinariamente radiosensibles al igual que los seminomas),
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que destruye las células germinales y, sin embargo, mantiene la produccion de
andrégenos de las células de Leydig @9 22),

Con respecto a los hallazgos inmunohistoquimicos con los marcadores CD30,
OCT3/4 y Podoplanina:

e La utilizacion de CD30 en el estudio estuvo limitada a determinar el
componente de carcinoma embrionario, debido a que es un marcador
especifico para este subtipo histologico y no se expresa en otras neoplasias
de células germinales.

e De todos los casos evaluados con componente de carcinoma embrionario,
90% fueron positivos para la marcacion con CD30. Cabe recalcar que CD30
no marcd tincion positiva en ningln otro componente neoplasico de los
tejidos examinados que no fuera carcinoma embrionario. Esta observacién
se correlaciona perfectamente con lo reportado en la literatura internacional
acerca de la especificidad y sensibilidad que tiene el marcador CD30 en la
evaluacion de neoplasias testiculares de células germinales.

e Es posible que la ausencia de marcacion en los dos casos restantes se
correlacione con la carga tumoral del componente de carcinoma
embrionario; de los dos casos, uno habia sido reportado con un componente
del 10% de carcinoma embrionario, y el otro fue reportado con un
componente del 5% de carcinoma embrionario. Si bien se seleccion6 el
material mas adecuado y representativo de la neoplasia en el contexto de
que los casos corresponden a neoplasias germinales mixtas, existe la
posibilidad que el componente neoplasico de carcinoma embrionario en
ambos casos se encontrara localizado en otra laminilla del muestreo de la
lesién, lo cual justificaria la ausencia de expresion de CD30.

e La utlizacibn de OCT3/4 y Podoplanina tuvo varios propositos de
investigacién: determinar la sensibilidad que se tiene al realizar
inmunomarcacion en tejido neoplasico diagnosticado como seminoma sin
otro componente germinal, determinar la sensibilidad que tiene para
identificar un componente seminomatoso en las neoplasias germinales
mixtas, correlacionar la sensibilidad que tiene OCT3/4 en conjunto con CD30
en el componente neoplasico de carcinoma embrionario, y determinar la
sensibilidad que tiene el marcador para identificar neoplasia germinal
intratubular y correlacionarlo con los hallazgos morfolégicos en H&E.

e En los tres casos de neoplasia germinal testicular pura correspondiente a
seminoma, la marcacién de OCT3/4 y para Podoplanina fue positiva y difusa
en las células neoplasicas, correlacionandose con lo descrito con la literatura
internacional.

e La sensibilidad de OCT3/4 en la marcacion de neoplasias germinales como
carcinoma embrionario y seminoma fue menor a la descrita en la literatura
internacional, pues se describe positividad de OCT3/4 en hasta el 100% de
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los casos de neoplasia germinal intratubular, seminoma y carcinoma
embrionario. Consideramos que haya interferido algun factor independiente
como la calidad del tejido examinado, la calidad del marcador de
inmunohistoquimica o su dilucion, o algun defecto del procesamiento.

e También nos enfrentamos a una disminucion de la sensibilidad en la
utilizacion de OCT3/4 y Podoplanina para la marcacion de la neoplasia
germinal intratubular con respecto a la que se tiene reportada en la literatura
internacional, pues esta descrita en 100% y en nuestros casos solamente
fue de 37.03% con respecto al total de casos evaluados, y del 47.61% con
respecto a los 21 casos positivos para N.G.l.T. en hematoxilina y eosina.
Consideramos que la focalidad de la misma en especimenes de
orquiectomias es variable y que debido a que los fragmentos que en cada
caso se inmunomarcaron son aquellos donde la neoplasia invasora estuvo
mejor representada, la neoplasia germinal intratubular pudo haber sido
menos representada.

e El componente de carcinoma embrionario mostré positividad de membrana
celular apical para la Podoplanina. Dicha marcacion esta descrita en la
literatura internacional en hasta el 29% de los casos, lo cual se correlaciona
con nuestra casuistica, en donde 7 de 21 casos examinados con
hematoxilina y eosina como componente de carcinoma embrionario
(33.33%) fueron positivos con la marcacion apical de membrana celular ya
descrita, y en general la marcacion de Podoplanina corresponde al 29.16%
de los casos en total examinados con neoplasia germinal mixta.
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10. CONCLUSIONES:

e El subtipo histolégico de neoplasia testicular germinal mas frecuente en
nuestro medio es la neoplasia germinal mixta, con proporcion mas alta para
componente de tumor del saco vitelino, seguido por el carcinoma
embrionario.

e De los tres marcadores de neoplasia germinal utilizados en este estudio,
CD30 y D2-40 resultaron los marcadores de mayor contribucién diagnostica.

e En las neoplasias testiculares germinales estudiadas se corroboro
significativa correlacion entre la expresion de marcadores germinales y el
subtipo histolégico, con lo cual se reafirma la reproducibilidad de los criterios
histopatologicos que se aplican de rutina en el diagndstico de éstas
neoplasias en el servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Juarez de
México.

e La neoplasia germinal in situ prevalece en la serie revisada, siempre en
coexistencia con neoplasia germinal invasora. La inmunomarcacion con D2-
40 es contribuyente para su distincién morfologica y de mayor sensibilidad
diagnéstica.

11. RECOMENDACIONES:

e Los patrones arquitecturales de las neoplasias de células germinales pueden
confundirse cuando se encuentran en la misma pieza quirdrgica, por lo cual,
la utilizacién de estudios de inmunohistoquimica no se considera un lujo sino
una necesidad y en general deberia utilizarse de rutina junto con los estudios
de hematoxilina y eosina, pues de ello puede depender en gran medida la
correcta caracterizacion de las neoplasias germinales mixtas y sus subtipos
histoldgicos.

e Es necesario corroborar que tanto el tejido como los reactivos y el
procesamiento estén adecuadamente vigilados para resultados optimos.
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ANEXO 1. IMAGENES MACROSCOPICAS DE LAS PIEZAS ESTUDIADAS:

Ocm 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 1 Oem 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 " 1

Fotografia 1. Caso # 21, correspondiente a Fotografia 2. Caso # 12, correspondiente a
un tumor testicular germinal  mixto,
diagnosticado con componente de carcinoma
embrionario y tumor de saco vitelino.

un tumor testicular de células germinales,
en este caso una neoplasia pura
diagnosticada como seminoma.

Fotografia 4. Caso # 26, correspondiente a una
neoplasia testicular de células germinales, mixta,
, diagnosticado con componente de teratoma maduro,
Fotografia 3. Caso # 15, corresponde a una 9 n comp . . -

. . , : tumor del saco vitelino y carcinoma embrionario.
neoplasia testicular de células germinales,
mixta, diagnosticado con componente de
coriocarcinoma y de seminoma.
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ANEXO 2. FOTOMICROGRAFIAS DE LOS CASOS EVALUADOS CON

TINCIONES DE RUTINA (HEMATOXILINA'Y EOSINA):

Fotografia 6 (fotomicrografia). Caso # 17. A méyor aumento se distingue el aspecto altamente pleomorfico de las células

neoplasicas, algunas de aspecto anaplasico y con una actividad mitética muy elevada.

Fotografia 5 (fotomicrografia). Caso # 17. Aspecto histopatoldgico del carcinoma embrionario, formando diversos patrones

incluyendo sélido, glandular y papilar; desde este aumento es evidente el pleomorfismo celular.
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Fotografia 8 (fotomicrografia). Caso # 24. A mayor aumento se distingue el aspecto epitelioide y pleomorfico de las células

neoplasicas, con presencia de figuras de mitosis, con nucléo

los evidentes y con linfocitos peritumorales evidentes (flecha).
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Fotografia 10 (fotomicrografia). Caso # 26. Aspecto histopatolégico del tumor del saco V|teI|n0 con formaC|on de
estructuras glandulares y glomeruloides perivasculares de aspecto papilar conocidas como cuerpos de Schiller-Duval.
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Fotografia 11 (fotomicrografia). Caso # 18. Aspecto histopatoldgico de la neoplasia germinal intratubular.
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ANEXO 3. FOTOMICROGRAFIAS DE LOS CASOS EVALUADOS CON
INMUNOHISTOQUIMICA:
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Fotografia 12 (fotomicrografia). Caso # 4. Marcacién de CD30 en un caso de carcinoma embrionario; se identifica una
marcacion positiva intensa de membrana citoplasmatica y se logran identificar el acusado pleomorfismo nuclear de las células

neoplasicas y una actividad mitética prominente con figuras de mitosis atipicas.
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Fotografia 13 (fotomicrografia). Caso # 20. Otro caso de carcinoma embrionario, la primera imagen corresponde a
marcacion difusa e intensa de membrana con CD30; la segunda imagen corresponde a marcacion positiva intensa y difusa
de los nucleos para OCT3/4, nuevamente es posible identificar el acusado pleomorfismo nuclear de las células neopléasicas.
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Fotografia 14 (fotomicrografia). Caso # 9. Marcacién de Podoplanina en un seminoma; se identifica una marcacién positiva
intensa de citoplasma; se observan algunas células pequefias con nicleos hipercromaticos correspondientes a linfocitos.
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Fotografia 15 (fotomicrografia). EI mismo caso de seminoma con marcacion nuclear positiva difusa para OCT3/4;
nuevamente se pueden identificar ncleos pequefios hipercromaticos en la periferia de la lesién sin positividad para la

inmunomarcacion, correspondientes a linfocitos.
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Fotografia 16 (fotomicrografia). Caso # 25. En esta imagen comparativa se observa de lado izquierdo un fragmento
correspondiente a seminoma, con tincion positiva de citoplasma para Podoplanina y adyacente se identifica un area de
tubulos seminiferos residuales con tincién positiva para Podoplanina que corresponden a neoplasia germinal intratubular; en

la imagen de la derecha, se puede observar el mismo fenémeno pero con marcacién nuclear para OCT3/4.
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Fotografia 17. Caso # 17. En esta imagen se observa una marcacion de membrana con anticuerpo para Podoplanina en un
caso de carcinoma embrionario; la marcacion de membrana se limita a la porcién apical de las células neoplasicas, fenémeno
descrito en la literatura. Se logra observar el acusado pleomorfismo nuclear y citolégico de las células neoplasicas.
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- .

Fotografia 18 (fotomicrografia). Caso # 18. Foco correspondiente a neoplasia germinal intratubular, con inmunomarcacion
para Podoplanina. Se puede observar la positividad difusa citoplasmatica de las células neoplasicas.
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Fotografia 19 (fotomicrografia). Mismo caso de la fotografia anteri;r, pero con inmunomarcacion nuclear para OCT3/4.
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Fotografia 20 (fotomicrografia). Caso # 22. En este campo, con inmunomarcacion para Podoplanina, se pueden observar
algunas células positivas en la periferia de la imagen que corresponden a un componente de seminoma; en el centro de la
fotografia las estructuras glandulares complejas negativas para inmunomarcacién corresponden a un componente de
teratoma con formacién de estructuras glandulares. Este caso también contuvo un componente de tumor del saco vitelino.
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