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

MARCO TEORICO
GENERALIDADES SOBRE DESORDENES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

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

Para el desarrolio femenino también existen genes y factores determinantes para el
fenotipo femenino durante el desarrollo fetal y prepuberal. Existen genes como DAX1y
WNT4 que funcionan como ‘“antitesticulo®, también se ha observado que la
transcripcion del factor FOXL2 es la llave para el desarrollo folicular en el ovario y para
la supresion del desarrolio testicular en mujeres determinadas genéticamente.
(Figura1)

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

sujetos a mutaciones de inactivacién, pueden producir una insensibilidad parcial o total
a la accién de los andrégenos, causando ambigliedad genital al nacimiento. '3
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Figura 1. Genes involucrados en el desarrolio
sexual. Adaptado de Hughes IA. Disorders of
Sexual Differentiation. Horm Res.2007;

67(suppl 1):91-95.

IDENTIFICACION DE CELULAS GERMINALES CON TRANSFORMACION
NEOPLASICA A TUMORES GERMINALES

El origen de los tumores germinales testiculares que ocurren durante la infancia es
pobremente entendido, en cambio en adultos los tumores testiculares clasicos
(seminomatosos 0 no seminomatosos) se originan del carcinoma in situ o neoplasia
germinal intratubular (NGIT) de los testiculos, que puede ser detectado en los tabulos
seminiferos de manera adyacente a los tumores.™ Los tumores de células germinales
son un grupo heterogéneo de neoplasias que inician de manera primaria en goénadas y
raramente de manera extragonadal, estos tumores son la neoplasia maligna mas
comiin en hombres desde los 15 a los 35 afios edad. #%7

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

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

Algunos pacientes con trastomos en la diferenciacion sexual tiene alto riesgo de
desarrollo de tumores como el gonadoblastoma que se presenta hasta en el 50% de
los pacientes con disgenesia gonadal, la frecuencia de la neoplasia germinal
intratubular (NGIT) en algunas series de pacientes con estados intersexuales es del






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

MARCADORES DE INMUNOHISTOQUIMICA

Las primeras investigaciones se enfocaron en encontrar un marcador util que pudiera
facilitar e! diagnostico de NGIT en las biopsias testiculares. Uno de los marcadores
mas cominmente usados en la practica clinica es una tincion de inmunohistoquimica
denominada PLAP (Placental-Like Alkaline Phosphatase - Fosfatasa Alcalina Tipo
Placentaria), que es una fosfatasa especifica de algunos tejidos con funciones
bioldgicas desconocidas que se expresan en células germinales primordiales y en
gonocitos. La fosfatasa alkcalina es un marcador de células germinales que ha sido
reconocilo desde 1953, cuando McKay y cols. lo reportaron como un marcador
confiable para la identificacion de células germinales en adultos, aunque pocos
estudios han demostrado su efectividad en niflos para diagnosticar NGIT. ®
Especificamente esta isoenzima también se ha detectado en el suero de pacientes
con tumores de células geminales. La inmunoreactividad del PLAP reportada en
varias series para el diagnostico de NGIT es del 90 al 100%. (%29




Figura 3. a) Inmunoreactividad de NGIT con PLAP (Fosfatasa
Alcalina Tipo Placentaria), b) CD117(C-KIT) .Adaptado de
Reuter, V.Origins and molecular biology of testicutar germ cell
tumors. Modem Pathology (2005)18, S51-S60.

Existe otro marcador que evidencia la presencia de NGIT, el proto-oncogene C-KIT, un
receptor de membrana de tirosin - cinasa para factor de células madre. El C-KIT se
involucra en la migracion y en la diferenciacion de células primordiales germinales y
también se expresa fuertemente en células primordiales fetales y en gonocitos
infantiles pero no en espermatogonias adultas. Se ha propuesto que la expresion
prolongada de C-KIT es un potente factor antiapoptético en células germinales
indiferenciadas, lo cual puede ser un mecanismo que produce ia transformacion
neoplésica, prolongando su supervivencia de este proto-oncogen. ®2'22) (Figura 3)

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

La segunda teoria de Skakkebaek y cols. es la mas aceptada. En este modelo se
sugiere que los gonocitos fetales (células germinales primordiales) pueden Begar a una
division celular anormal (poliploidizacion) debido a factores ambientales in utero que
pueden originar la NGIT. La poliploidizacion precede la formacion de i (12p). (Figura 4)
Estas células son susceptibles de la estimulacion posnatal y puberal con
gonadotropinas y el desarrollo de tumores invasivos. Esta hipodtesis se basa en los
datos inmunohistoquimicos que relacionan a los gonocitos con la NGIT, el desarrollo
de los TCG y los datos epidemiologicos. 72
























PLAN DE ANALISIS:
ANALISIS ESTADISTICO:

Se colecto la informacion de los expedientes clinicos en una hoja de recoleccion de
datos elaborada para tal fin. Se concentraron los mismos y se realizé andlisis
estadistico descriptivo, con tablas y graficas de distribucion de frecuencias relativas y
absolutas debido a las variables cualitativas nominales, observando las asociaciones
de los objetivos planteados.Se emple6 estadistica descriptiva, con medidas de
tendencia central y de dispersion acordes a la distribucién de cada una de las
vanables comparandose con lo publicado en la (iteratura. No se pudo realizar un
analisis estadistico muy extenso dado que el nimero de muestras para el estudio es
pequerio y se trata principalmente de un estudio descriptivo tipo serie de casos.

RESULTADOS:

e Caracteristicas Demogréaficas

Se estudiaron 15 casos completos de pacientes con alteraciones en la diferenciacion
sexual, de los cuales un caso fue de disgenesia gonadai pura (6.66%), 5 casos de
disgenesia gonadal mixta (33.33%), 6 casos de desorden de la diferenciacion sexual
ovotesticular (40%) y 3 casos de insensibilidad a los andrégenos (20%).Se observé
que cuatro pacientes fueron diagnosticados con presencia de gonadoblastoma
(26.6%), tres de ellos con disgenesia gonadal mixta (DGM) y uno con desorden de la
diferenciacion sexual ovotesticular (DDSOT).
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El promedio de edad de los pacientes al momento de la biopsia o de la gonadectomia,
con un intervalo de edad de 3 a 146 meses, fue a los 26.21 meses, por lo que si todos
los pacientes con alteraciones en la diferenciaciéon sexual tuvieran la misma edad al
momento de la exploracion quirirgica esta seria de 2 afios y un mes de edad, mientras
que la mediana de la edad fue de 7.5 meses en los pacientes, se encontré que al
68.27% de los pacientes a los que se les realizé biopsia 0 gonadectomia la edad de
estos procedimientos fue entre el nacimiento y los de 68.81 meses, es decir 5.73 aflos,
considerando la desviacion estandar de + 42.6 meses, la cual se afecta dado que
existen al menos dos valores extremos en edad.

Grafico de cajas para evaluar edad de los pacientes al momento de la
biopsia 0 gonadectomia
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Figura 8. Edad de pacientes con alteraciones
de la diferenciacion sexual.

La edad promedio de los pacientes diagnosticados con gonadoblastoma fue de 45.75
meses (3.8 afios) encontrandose en rango de edad desde 5 a 146 meses de edad (12
afios 1 mes).

e Caracteristicas Clinicas:

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






























