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1. RESUMEN

Los estudios inmunohistoquimicos sobre tumores testiculares en la especie porcina son
escasos debido a la baja incidencia que presentan este tipo de neoplasias los cerdos,
describiéndose solo casos esporadicos a nivel individual. Sin embargo, la gran cantidad de
investigaciones realizadas en el dmbito de los tumores testiculares en el hombre y en la especie
canina, permite utilizar esta informacidn como base para el estudio de las neoplasias testiculares
porcinas.

El presente trabajo pretende describir la utilidad de la inmunohistoquimica como técnica
diagnostica para definir objetivamente los tumores testiculares porcinos, ademads de valorar la
aplicacién de ciertos marcadores tumorales utilizados en el hombre y en otras especies
animales. Para ello, se han analizado 17 muestras de tumores testiculares de cerdo, previamente
clasificados mediante estudio histopatoldgico como seminomas, entre los cuales se encuentran
7 tumores de tipo intratubular, 3 difusos y 7 con dreas de seminoma intratubular y zonas de
patrdn difuso. Los tumores han sido sometidos a varias tinciones inmunohistoquimicas con los
marcadores tumorales c-kit, vimentina y citoqueratina, para poder definirlos adecuadamente.
Tras realizar el estudio inmunohistoquimico se concluyd que todos los seminomas eran de tipo

espermatocitico, ya que fueron todos negativos a c-kit.

ABSTRACT

Immunohistochemical studies of testicular tumors in swine species are rare due to the
low incidence of this type of neoplasm in pigs, describing sporadic cases at an individual level.
However, the large amount of research carried out in the field of testicular tumors in humans
and in the canine species allows to use this information as a basis for the study of swine testicular
neoplasms.

The present work tries to describe the usefulness of immunohistochemistry as a
diagnostic technique to define objectively testicular tumors in swine, as well as asses the
aplication of certain tumor markers used in man and other animal species. For that purpose, 17
samples of pig testicular tumors have been analized, which had been previously classified by
histopathological study as seminomas. Among that testis tumors, there are 7 intratubular
seminomas, 3 diffuse seminomas and 7 tumors with areas of intratubular seminoma and areas
of diffuse pattern. The tumors have been subjected to several immunohistochemical stains with
c-kit, vimentin and cytokeratin tumor markers, that way tumors could be defined properly. After
performing the immunohistochemical study, it was concluded that all the seminomas were

spermatocytic, since they were all negative to c-kit.



2. INTRODUCCION

2.1. Aspectos anatomicos e histologicos del aparato genital en el macho

2.1.1. Testiculo

Los testiculos son érganos ovoides de localizacién bilateral responsables de la
produccién de gametos masculinos, los espermatozoides, y de la secrecion de hormonas
sexuales masculinas, principalmente la testosterona (Pawlina y Ross, 2016).

El testiculo se desarrolla a ambos lados de la regiéon lumbar, medial al rifidn embrionario,
a partir de la cresta gonadal. Durante el desarrollo embrionario los testiculos se encuentran en
la cavidad abdominal en asociacidon estrecha con el sistema urinario y posteriormente,
descienden hasta las bolsas escrotales, situadas fuera de |la cavidad abdominal. Esta localizacion
final permite que los testiculos se mantengan a una temperatura ligeramente inferior a la
corporal, lo cual es necesario para el adecuado el desarrollo de las células germinales masculinas
(Konig y Liebich, 2005). El descenso de los testiculos varia en funciéon de las distintas especies,
sucediendo en los cerdos normalmente en la etapa prenatal, alrededor de los 90-100 dias de
gestacién, de manera que en el nacimiento lo habitual es que ambos testiculos estén
descendidos.

Al realizar la migracién transabdominal, los testiculos arrastran consigo un saco de
membrana serosa, llamada tunica vaginal, derivada del peritoneo. Esta tunica consta de una
capa parietal exterior y una capa visceral interna (Junqueira y Carneiro, 2005). La hoja visceral
de la tunica vaginal descansa sobre una capsula de tejido conjuntivo llamada tunica albuginea,
formada por fibras colagenas y elasticas y células mioides, y por la que discurren los grandes
vasos sanguineos del testiculo, la vena y la arteria testicular (Climent et al., 2013). La tdnica
albuginea se continta con trabéculas de tejido conjuntivo, “septula testis”, que profundizan en
el parénquima y lo dividen en lobulillos de forma piramidal. Cada lobulillo testicular contiene
entre uno y cuatro canaliculos testiculares contorneados llamados tubulos seminifieros que
tienen a su cargo la formacién de células germinales (Konig y Liebich, 2005). Posteriormente,
estos tabiques de tejido conjuntivo convergen en el eje testicular para formar el mediastino
testicular. En el caso del verraco, estas trabéculas que permiten la division de los distintos
lobulillos son gruesas y completas. El escroto, por su parte, es la envoltura mds externa de las
génadas masculinas y es comun a ambos testiculos. Consta de una piel delgada, cubierta por
mas o menos pelo, rica en glandulas sebaceas y sudoriparas. Ademads, esta envoltura desempefia
un papel fundamental en el mantenimiento de los testiculos a una temperatura inferior a la

temperatura abdominal (Climent et al., 2013).



Por otra parte, los tibulos seminiferos, que se encuentran en el interior de los lobulillos,
se dirigen hacia la zona del mediastino testicular y convergen en conductos de mayor calibre
llamados tubulos rectos. Estos, entran en el mediastino formando una red conductos
anastomosados llamada rete testis, la cual posteriormente termina en el conducto eferente para
transportar los espermatozoides desde los testiculos hasta la cabeza del epididimo (Pawlina y
Ross, 2016).

Los testiculos del verraco son de grandes dimensiones, proporcionalmente de mayor
tamafio que en otras especies. Este caracter se relaciona con la capacidad de produccién de
espermatozoides, asi pues, los cerdos son la especie que produce mayor volumen eyaculado. La
forma de los testiculos es eliptica y su orientacidn oblicua. Esto hace que su borde libre se situe
caudodorsalmente, y su polo caudal, se relacione con la cola del epididimo, de manera que los
testiculos sean facilmente palpables cerca del ano. Al corte transversal, el testiculo presenta un
parénquima de color pardo-rosdceo con una porcién central mas fibrosa que corresponde con
el mediastino del testiculo, lugar donde asienta la rete testis (Gil et al., 2008).

Las caracteristicas anatdmicas e histoldgicas descritas hacen que el testiculo se muestre
firme y eldstico a la palpacién, disminuyendo su consistencia con la edad por la pérdida de

tubulos seminiferos (Climent et al., 2013).

2.1.2. Tubulos seminiferos: Epitelio seminifero y células de Sertoli

La unidad funcional del testiculo es el tibulo seminifero, que constituye basicamente la
porcién exocrina del testiculo, siendo su producto de secrecion final los espermatozoides. Los
tubulos seminiferos se organizan en lobulillos dentro del testiculo. Dentro de los lobulillos, los
tubulos discurren en asas muy contorneadas describiendo un trayecto sinuoso; posteriormente
se transforman en tubulos rectos que constituyen el primer segmento de conductos excretores
intratesticulares. Estos, se retnen a nivel del mediastino para formar la “rete testis”, la cual se
dirige a uno de los polos del testiculo, atraviesa la albuginea y da lugar a los conductillos
eferentes, localizados en la cabeza del epididimo y que constituyen la primera parte de
conductos excretores extratesticulares (Pawlina y Ross, 2016).

Los multiples tubulos que componen las génadas masculinas estan formados por un
epitelio seminifero o germinativo que estd rodeado por una ldmina basal y una cubierta de tejido
conjuntivo constituido por varias capas de miofibroblastos. La capa que queda mas unida a la
[dmina basal, conocida como tunica propia, esta formada por células mioides aplanadas y
contractiles que tienen caracteristicas similares a las de las células musculares lisas (Junqueira y

Carneiro, 2005).



El epitelio del tubulo seminifero es de tipo estratificado complejo compuesto por dos
poblaciones celulares basicas: las células de Sertoli y las células germinales. Estas Ultimas se
disponen en 4-8 capas entre células de Sertoli contiguas, las cuales son células somaticas y por
lo tanto no germinativas (Junqueira y Carneiro, 2005). Las células germinales se dividen con
regularidad para diferenciarse en espermatozoides maduros, por lo que su funcién principal es
la produccién espermatozoides, mediante un proceso conocido como espermatogénesis. Estas
células se encuentran en diferentes etapas de diferenciacién de los espermatozoides, de manera
qgue las células espermatogénicas mas inmaduras, denominadas espermatogonias, descansan
sobre la [dmina basal, mientras que las mas maduras, llamadas espermatidas, se encuentran en
la porcién apical de la célula de Sertoli en contacto con la luz tubular (Pawlina y Ross, 2016).

Por otro lado, las células de Sertoli son elementos esenciales en la formacién de
espermatozoides, ya que colaboran en la organizacién estructural de los tubulos extendiéndose
a través de todo el espesor del epitelio seminifero. Microscépicamente, son células piramidales
que rodean parcialmente a las células germinativas (Junqueira y Carneiro, 2005; Young et al.,
2014).

Las células de Sertoli se mantienen unidas entre si mediante enlaces ocludens formando
asi la barrera hematotesticular. Esta barrera es dindmica, ya que permite la migracion de células
germinales en distintos estadios de desarrollo entre los dos compartimentos que separa dicha
barrera. De esta manera, en el compartimento basal, que contacta con el tejido conjuntivo y los
vasos que rodean a los tubulos seminiferos, se encuentran las espermatogonias que durante la
espermatogénesis se convertirdn en espermatides capaces de atravesar los complejos de unidn
que hay entre las células de Sertoli y pasar al compartimento adluminal (Young et al., 2014). Por
lo tanto, la funcién de la barrera hematotesticular es evitar la exposicion de los gametos, que
son antigénicamente diferentes a las células somaticas, del sistema circulatorio y linfatico para
protegerlas del sistema inmunitario, impidiendo asi una reaccién autoinmune (Mruk y Cheng,
2015). Ademas, durante el proceso de diferenciacidon de espermatogonia a espermatozoide, las
células de Sertoli aportan el soporte nutricional y estructural necesario a las células germinales
para poder realizar la espermatogénesis. Por otra parte, las células de Sertoli fagocitan las
células apoptdticas y los cuerpos residuales de las espermatides formados durante la
espermiogénesis (Junqueira y Carneiro, 2005). Asi mismo, secretan la proteina fijadora de
andrégenos (ABP), la cual regula la concentracidn de testosterona en el tubulo seminifero para
la correcta maduracidon de los espermatozoides. Las células de Sertoli son también las
responsables de secretar el liquido que facilita el paso de los espermatozoides en maduracién a
lo largo de los tubulos seminiferos, fructosa y transferrina testicular. lgualmente, secretan

inhibina, ejerciendo asi su funcién endocrina. La inhibina es una hormona que participa en el
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control de la secrecién de FSH por feedback negativo (Pawlina y Ross, 2016). Por lo tanto, cuando
hay un nimero determinado de células espermatogénicas en el epitelio seminifero, las células
de Sertoli comienzan a liberar inhibina que actuara sobre la hip&fisis para frenar o suprimir la
secreciéon de FSH. En definitiva, las células de Sertoli son primordiales en el proceso de
espermatogénesis y lo regulan a través de la FSH secretada por la hipéfisis anterior y mediante
la inhibina sintetizada por ellas mismas (Wong y Khan, 2021).

Por ultimo, cabe destacar la importancia del nimero de células de Sertoli presentes en el
tejido testicular de un individuo, ya que esto determinara la produccién espermatica del mismo.
Por esta razén la medicién del tamafio testicular en la etapa prepuberal es tan importante para
seleccionar los futuros verracos reproductores (Franga et al., 2005). Las células de Sertoli se
multiplican en dos oleadas antes de la pubertad y posteriormente no se dividen mas. Suponen
un 10% de las células del epitelio seminifero en los adultos, aumentando esta cifra en proporcion
con el paso de los afios debido a que disminuyen las células germinativas (Junqueira y Carneiro,
2005). Una de las funciones mds importantes de estas células es la sintesis de la hormona
antimdlleriana, la cual induce la regresién del esbozo de los conductos de Miiller y orienta la

diferenciacidn sexual hacia el fenotipo masculino (Wong y Khan, 2021).

2.1.3. Intersticio: Células de Leydig

Las células de Leydig o células intersticiales son células endocrinas productoras de
andrégenos, principalmente testosterona. La funcidn de las mismas esta controlada
principalmente por la LH, que colabora al desarrollo del niumero y funcién de las células
intersticiales, aunque también participa en la regulacion de su funcionamiento la FSH. Se trata
del principal tipo celular localizado en el tejido conjuntivo presente en los espacios intersticiales
que rodean los tubulos seminiferos. Las células de Leydig se encuentran aisladas o formando
cordones y estan incluidas en el plexo de capilares sanguineos y linfaticos que rodean los tubulos
seminiferos, existiendo canaliculos intercelulares y uniones gap entre células adyacentes.
Gracias a esta disposicidn, sus secreciones pasan facilmente a la circulacidn, asi pues, los
andrégenos difunden desde el intersticio hacia los tubulos seminiferos actuando sobre las
células de Sertoli y células germinales, estimulando y manteniendo la produccién espermatica

(Pawlina y Ross, 2016; Aladamat y Tadi, 2021).

Las células de Leydig son células poliédricas y grandes con un amplio citoplasma
eosindfilo que contiene vacuolas lipidicas similares a las de las células secretoras de la corteza
renal (Young et al., 2014; Aladamat y Tadi, 2021). Al igual que otras células secretoras de

andrégenos, tienen un reticulo endoplasmico liso complejo debido a que las enzimas necesarias



para la sintesis de testosterona a partir de colesterol estdn asociadas con este orgdnulo

(Aladamat y Tadi, 2021).

Las células intersticiales son la principal fuente de testosterona y andrégenos en los
machos. Su papel es fundamental en la diferenciacidn inicial del feto masculino, permitiendo
gue las crestas gonadales se conviertan en testiculos. Para ello producen andrégenos que
inducen el desarrollo del conducto de Wolff en estructuras urogenitales masculinas. Ademas, la
testosterona sintetizada, estimula el descenso de los testiculos durante el periodo fetal (Pawlina
y Ross, 2016; Aladamat y Tadi, 2021). Durante la pubertad, la testosterona sintetizada por las
células de Leydig desempefia un papel crucial en muchos procesos fisiolégicos vitales incluyendo
la produccién de esperma, el control del desarrollo sexual, la aparicidn de los caracteres sexuales
secundarios y la secrecion de las glandulas sexuales accesorias. En la etapa adulta, en cambio,
esta hormona es necesaria para el mantenimiento de la funcién del epitelio seminifero, la
espermatogénesis, las vias espermadticas y las glandulas sexuales accesorias (Pawlina y Ross,
2016). Los verracos adultos poseen un gran desarrollo de las células de Leydig, las cuales

suponen un 37% del volumen testicular (Van Straaten y Wensing, 1978).

La disminucién en la produccion de testosterona ocurre con el envejecimiento y otras
enfermedades, lo que provoca una bajada de los niveles séricos de testosterona y con ello
ocurren cambios metabdlicos que afectaran a la de calidad de vida (Zirkin y Papadopoulos,

2018).

2.1.4. Espermatogénesis
La espermatogénesis es el proceso por el cual las espermatogonias dan origen a los
espermatozoides. Este proceso comienza poco antes de la pubertad bajo la influencia de las
concentraciones cada vez mayores de gonadotrofinas hipofisiarias y continua durante toda la
vida (Pawlina y Ross, 2016).

El proceso se inicia con una célula germinativa primaria, la espermatogonia, que se
encuentra en la lamina basal del epitelio. Durante la pubertad las espermatogonias comienzan
a dividirse por mitosis y producen varias generaciones de células, que en el caso del verraco
sucede alos 4-5 meses. Posteriormente, estas células sufren un periodo de estabilizacion, el cual
suele ocurrir alrededor de los 7 meses en la especie porcina. A partir de entonces la calidad
seminal comienza a ser aceptable.

Esta etapa se denomina fase espermatogdnica, en la cual las células madre sufren

divisiones multiples y generan una progenie espermatogdnica que puede continuar dividiéndose



(espermatogonias tipo B) o mantenerse como células madre para reemplazarse a si mismas
(espermatogonias tipo A) (Junqueira y Carneiro, 2005; Pawlina y Ross, 2016).

Posteriormente, se produce la fase espermatocitica, la cual se inicia con la division mitdtica
de las espermatogonias tipos B para producir espermatocitos primarios. Después de su
formacién, los espermatocitos primarios entran en la profase de la primera division meidtica. La
meiosis | trae como consecuencia la reduccién de la cantidad de cromosomas (2n a n) y de la
cantidad de ADN al estado haploide (Pawlina y Ross, 2016). Los espermatocitos primarios son
las células mds grandes de la estirpe espermatogénica y se caracterizan por su localizacién
proxima a la ldmina basal. De esta primera divisidén meidtica emergen dos células mds pequeiias
llamadas espermatocitos secundarios que tras su formacidon entran inmediatamente en la
profase de la segunda divisién meidtica. Debido a que no hay una fase S entre la primera y la
segunda divisién meidtica, la cantidad de ADN por célula en la segunda division meidtica se
reduce a la mitad, formando células haploides (Junqueira y Carneiro, 2005).

A medida que la segunda division meidtica se completa, a partir de cada espermatocito
secundario se forman dos espermatides haploides. Es decir, como consecuencia de ambas
divisiones, de una espermatogonia B se obtienen cuatro células haploides, las espermatides.
Estas células pueden distinguirse por su pequefio tamafo y por sus nucleos con porciones
diversas de cromatina condensada. Ademas, en el epitelio seminifero se encuentran en una
posicion préxima a la luz del tdbulo seminifero (Junqueira y Carneiro, 2005; Pawlina y Ross,
2016).

Posteriormente, ocurre la espermiogénesis, que es la fase final de la formacién de los
espermatozoides. En este proceso, las espermatides se transforman en espermatozoides a
través de una remodelacidn celular extensa en la que adquieren las caracteristicas esenciales
del espermatozoide maduro. Durante la espermiogénesis se produce la formacion del flagelo,
que permite el movimiento de los espermatozoides, el acrosoma, que contiene enzimas liticas,
y se produce una gran pérdida de cantidad de material celular y la compactacion del ADN (Young
et al., 2014; Pawlina y Ross, 2016).

Hacia el final de la fase de maduracidén, se produce la espermiacidn, que es el proceso
mediante el cual las espermatides se liberan en la luz del tubulo seminifero. Tras su liberacion,
los espermatozoides viajan en un liquido secretado por las células de Sertoli. Gracias a este
liguido y a las contracciones peristalticas de las células peritubulares, los espermatozoides pasan
por los tubulos rectos, rete testis y finalmente llegan al epididimo donde se procesan para
adquirir movilidad y sufrir varios cambios madurativos. Posteriormente, llegan a la porcidn distal

del epididimo donde se almacenan antes de la eyaculacién. Durante este proceso adquieren



importancia las células de Sertoli, que tienen receptores de andrégenos y FSH necesarios para

la mediacidn del proceso (Franca et al., 2005; Pawlina y Ross, 2016).

Las células espermatdgenas se disponen de una manera especifica y ordenada, formando
unas asociaciones celulares que se repiten de forma ciclica a lo largo del tubo seminifero, lo que
denominan ciclo del epitelio seminifero, y que abarca una serie de cambios que se producen en
un area determinada entre la aparicién de dos asociaciones idénticas. En el ciclo del epitelio
seminifero se reconocen varios estadios, en funcidn de cada especie animal, que se suceden en
el tiempo en cualquier area del tubulo, y por tanto contabilizan tipos de segmentos. Los
segmentos, son zonas del tibulo seminifero que estan ocupadas por una asociacién celular. Por
otro lado, la onda del epitelio seminifero es una sucesién completa de los distintos segmentos

(Franga et al., 2005; Pawlina y Ross, 2016)

A lo largo de todo el proceso de desarrollo, desde la espermatogonia al espermatozoide,
miles de espermdtides permanecen conectadas unas con otras mediante estrechos puentes
citoplasmaticos que tan solo se rompen cuando los espermatozoides se liberan en la luz del
tubulo seminifero. Gracias a este fenédmeno se produce un desarrollo sincrénico de los

espermatozoides en cualquier parte del tubulo (Young et al., 2014).

En el caso del verraco, la duracidn de la espermatogénesis es de 25-35 dias, en la cual cada
ciclo del epitelio seminifero dura entre 8,6-9 dias. En el epitelio seminifero se diferencian 8
estadios y cada 3-7 dias se produce una nueva onda. Por ultimo, la maduracién epididimaria

dura entre 10 -14 dias (Franga et al., 2005).

2.2.Tumores testiculares en el hombre

Los tumores testiculares son un grupo heterogéneo de neoplasias que presentan
diferencias en cuanto a las caracteristicas histopatolégicas, curso clinico y prondstico. Es la
neoplasia maligna mds comun en hombres jovenes de entre 15 y 35 afios y la segunda causa
principal de muerte por cancer en este grupo poblacional, a pesar de que suponen tan solo el
1% de todas las neoplasias que afectan a los hombres. Sin embargo, su origen sigue siendo poco
conocido, aunque se sospecha de algunos factores ambientales o genéticos de riesgo.
Igualmente, la criptorquidia se considera un factor de riesgo importante, ya que en los pacientes
que presentan un testiculo no descendido, la posibilidad de desarrollar un carcinoma testicular
es cuatro veces mayor (Boujelbene et al., 2011; Huihui et al., 2012). La incidencia de cancer

testicular se ha ido incrementando en las ultimas décadas, siendo mas prevalente en las
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poblaciones del norte de Europa, mientras que en los asidticos, africanos y afroamericanos la
incidencia es mucho mas baja. La supervivencia de estos tumores se ha incrementado
significativamente en los ultimos 30 afios, llegando hasta un 90% (Garner et al., 2005).

Los tumores testiculares primarios pueden originarse a partir de células germinales,
células del corddn sexual o, con menos frecuencia, de células del estroma peritubular y
hematopoyéticas. Los tumores de células germinales (TCG) representan mas del 95% de todas
las neoplasias malignas testiculares y son altamente curables con los tratamientos actualmente
disponibles, especialmente si la enfermedad se encuentra en las primeras etapas (Huihui et al.,
2012; Akan et al., 2020). Los TCG comprenden una poblacién de tumores morfoldgicamente
heterogénea pero relacionada histogenéticamente. Se clasifican en funcién de las diferencias
citomorfoldgicas observadas en ellos, sin embargo, no es raro encontrar areas dificiles de
clasificar dentro de un tumor debido a la superposicion de caracteristicas morfolégicas o mala
conservacién tisular. No obstante, la clasificacion adecuada de los componentes tumorales de
las células germinales es esencial, ya que el comportamiento biolégico y las decisiones
terapéuticas dependen de ella (Anuradha et al., 2009; Abou Zahr et al., 2019). De esta manera,
los TCG se dividen en 2 grupos principales: seminomas y no seminomas. Los segundos,
representan varios grupos de neoplasias, incluyendo carcinomas embrionarios, tumores de saco
vitelino, coriocarcinomas, teratomas, asi como tumores mixtos que contienen los tipos de
tumores antes mencionados en diversos grados (Akan et al., 2020).

Los seminomas son TCG malignos que surgen del epitelio germinal de los testiculos y se
originan a partir de la proliferacion andmala de espermatogonias inmaduras. Constituyen el 40-
50% de los tumores de células germinales testiculares y se caracterizan por la presencia del
componente seminomatoso. Se diferencian principalmente en dos tipos: el clasico y el
espermatocitico.

La manifestacién tipica del seminoma clasico es la aparicion de una masa testicular
indolora y elastica que protruye sobre el resto del parénquima sano. Macroscépicamente, el
seminoma clasico es una masa homogénea, bien circunscrita y con limites nitidamente
definidos, que con frecuencia presenta pequefios focos de hemorragia y necrosis. Al corte, se
observa una tumoracion de color marronacea-amarillo palida lobulada o multinodular (Marko
et al., 2017; Abou Zahr et al., 2019). Desde el punto de vista histolégico, las células tienen un
patrén de crecimiento sélido separadas por finas trabéculas fibrovasculares con linfocitos. Los
septos separan el tumor en l|dbulos de células tumorales proporcionandole su aspecto
multinodular caracteristico. Las células tienen un citoplasma claro ligeramente eosinéfilo, un
nucleo redondo central, con uno o dos prominentes nucleolos y bordes citoplasmaticos

definidos (Boujelbene et al., 2011; Marko et al., 2017).
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La mayoria de los seminomas se limitan al testiculo, por lo que la extension mas alla de
la tanica hacia el cordén espermdtico ocurre solo en una minoria de pacientes (Boujelbene et
al.,, 2011). En caso de metastatizar, los drganos diana suelen ser los pulmones e higado,
observandose en raras ocasiones metastasis cerebrales y dseas. A diferencia de otras neoplasias
malignas, los seminomas presentan un buen prondstico, incluso habiendo metastatizado,
debido a su gran susceptibilidad a la radioterapia y quimioterapia (Huihui et al., 2012; Abou Zahr
et al., 2019).

El seminoma espermatocitico es un TCG raro que representa tan solo el 1% de los
tumores testiculares. Es distinto del seminoma cldsico, con caracteristicas histolégicas,
moleculares y genéticas Unicas. Afecta a hombres de edad avanzada y no se asocia con la
criptorquidia. El tumor espermatocitico se manifiesta como una masa indolora de crecimiento
lento. La mayoria de los tumores miden mas de 5 cm en el momento del diagndstico. Es
unilateral en el 90% de los casos, pero en el 10%, la enfermedad bilateral es mas comun que en
el clasico. Presenta un comportamiento indolente y rara vez genera metdstasis, por lo que, la
terapia tipica para el tumor espermatocitico sin transformaciéon sarcomatosa, se limita a la

orquiectomia curativa (Marko et al., 2017).

A diferencia del seminoma clasico, el seminoma espermatocitico tiene un aspecto

heterogéneo y se muestra gelatinoso al corte. Histoldgicamente, estd compuesto por una

mezcla de células tumorales pequefias, medianas y gigantes. Las células gigantes pueden ser
multinucleadas. El pleomorfismo, las mitosis atipicas y la apoptosis son hallazgos comunes. Las
células tumorales carecen de glucdgeno, el cual se observa en el seminoma clasico, y el infiltrado
linfocitario es escaso e incluso a veces estd ausente (Aggarwal y Parwani, 2009; Marko et al.,

2017).

Segun la literatura actual, los tumores mixtos de células germinales (TMCG) son los
segundos tumores de células germinativas testiculares mas comunes después de los seminomas,
suponiendo un 40-45% de todos los TCG primarios (Akan et al., 2020). Entre los componentes
no seminomatosos se encuentran entidades patoldgicas como el carcinoma embrionario,
carcinoma del saco vitelino y teratoma. Ademas, se describen casos que muestran contenido
seminomatoso y no seminomatoso simultdneamente, los cuales se clasifican igualmente como
TMCG debido a la presencia de mas de un tipo histoldgico en la masa tumoral. La forma de
presentacidén mas comun es el aumento testicular que generalmente se asocia con dolor (Dalgi

et al., 2009).
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Los TMCG suelen tener los margenes mal definidos y es comun encontrar calcificaciones,
hemorragias y necrosis en ellos. La histologia es idéntica a las distintas neoplasias en sus formas
puras (Marko et al., 2017; Cedeno et al., 2022). Los tumores de las células germinales solo
responden a la quimioterapia, siendo ineficaz el uso de radioterapia (Boujelbene et al., 2011).

Los tumores de las células del corddn sexual suponen tan solo el 4% de las neoplasias
testiculares. Estos tumores derivan de 2 tipos de células somaticas: las células de Leydig y las
células de Sertoli (Ocal et al., 2019).

El tumor de las células de Leydig (TCL) es un tipo de tumor testicular poco comun. A
pesar de su baja incidencia, es la neoplasia intersticial del testiculo mas frecuente. A diferencia
de los TCG, no hay evidencias que demuestren la asociacion entre la criptorquidia y este tipo de
tumor. Los tumores de las células de Leydig aparecen principalmente en hombres de entre 30-
60 afios, aunque también se han descrito casos en niflos entre 5 y 10 afios. La forma mas
frecuente de presentacion es como una masa indolora testicular unilateral (Rubio et al., 2006;
Al-Agha et al.,, 2007). Los TCL son considerados hormonalmente activos ya que secretan
andrégenos, principalmente testosterona, aunque también pueden producir estrégenos.
Debido a su actividad endocrina, aparecen los tipicos sindromes de feminizaciéon o
masculinizacion, en funcién de las hormonas que secrete el tumor (Fankhauser et al., 2020).

Los tumores de células de Leydig suelen estar bien delimitados, circunscritos al
parénquima testiculary son de un tamafio inferior a 5 cm. El color del tumor generalmente varia
de marrén-amarillo a gris-blanquecino. La apariencia marrén dorada, que suele atribuir el
abundante pigmento de lipofuscina de las células tumorales, es muy caracteristica. El patrén de
crecimiento de estas células tumorales es en forma de nidos separados por septos
fibrovasculares. Histopatolégicamente, los TCL estdn compuestos por células poligonales, con
un nucleo central, un pequefio nucléolo y un citoplasma eosinofilico. En algunos casos se
encuentran cristales de Reinke que son inclusiones citoplasmaticas fusiformes patognomaonicas
para las células de Leydig, en el caso de los humanos (Rubio et al., 2006; Al-Agha et al., 2007).

Los TCL suelen ser benignos, por lo que el tratamiento de eleccidon es la orquiectomia.
En el caso de los malignos, ademds de la orquiectomia, estd indicada la linfadenectomia
retroperitoneal, ya que la metdstasis con frecuencia involucra ganglios retroperitoneales. Otros
lugares a los que puede extenderse este tumor son los pulmones, higado y huesos (Al-Agha et
al., 2007).

Con menos frecuencia, se han descrito tumores de las células de Sertoli (TCS). Esta
neoplasia constituye tan solo el 0.4-1.5% de todas las neoplasias testiculares primarias,

considerandose una entidad rara. Los tumores de células de Sertoli se dividen histopatoldgica y
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clinicamente en tres formas: la cldsica, esclerosante y de células grandes calcificadas. Cada una
difiere en su comportamiento maligno, asi como en su asociacién con procesos extragonadales.
Hasta en un 25% de los casos puede observarse una actividad hormonal que se manifiesta
clinicamente como ginecomastia y un crecimiento dseo acelerado. Este tumor puede tener un
comportamiento maligno y producir metdstasis a pulmdn, hueso o ganglios linfaticos (Young,
2005; Garcia-Villa et al., 2009).

En cuanto a su aspecto macroscdpico, los TCS son firmes, varian de un color blanco a
amarillo-marronaceo y frecuentemente presentan focos hemorragicos. Microscdpicamente,
muestran un patrén de crecimiento en forma de nido, aunque algunos tumores tienen patrones
secundarios de tubulos sélidos con trabéculas, tubulos huecos y pseudofoliculos. Las células son
poligonales con nucleos pequefios o medianos, de forma redonda u oval y con vesiculas de
contornos irregulares. Frecuentemente se observa fibrosis en el estroma e infiltrados linfoides,
de la misma manera, es habitual ver necrosis tumoral e invasion vascular (Henley et al., 2002;
Ocal et al., 2019).

Por ultimo, a pesar de ser poco frecuente, varios tumores primarios pueden
metastatizar en los testiculos. El tumor primario mas comun que metastatiza a los testiculos es
el adenocarcinoma prostatico. También se han descrito metdstasis testiculares de tumores
pulmonares, renales, de colon y melanomas. Las metastasis testiculares ocurren en el contexto

de enfermedad metastasica avanzada (Abou Zahr et al., 2019).

2.3. Tumores testiculares en las especies domésticas

Los tumores testiculares son unas neoplasias poco frecuentes en las especies
domeésticas, sin embargo, en el perro la incidencia es mayor que en cualquier otro mamifero. En
la especie canina, los tumores testiculares suponen el tercer tipo de neoplasia mas frecuente,
después del melanoma y de los sarcomas de tejidos blandos. Asimismo, estos tumores
representan mas del 90% de todas las neoplasias genitales caninas, siendo los tumores de
células de Leydig (TCL), los seminomas (SEM) y los tumores de células de Sertoli (TCS) las formas
mas comunes (Yu et al., 2009; Hohsteter et al., 2014). Multiples estudios retrospectivos han
demostrado que los TCL y los seminomas constituyen mas del 90% de los tumores testiculares,
mientras que la prevalencia de los TCS y de los tumores mixtos es muy baja, suponiendo tan solo
el 8% de todos los tumores testiculares caninos (Liao et al., 2009; Nascimento et al., 2020).

Varios factores pueden influir en el desarrollo de tumores testiculares, incluida la edad,
la raza, la criptorquidia y la exposicién a carcinégenos ambientales. Los testiculos no

descendidos tienen 13,6 veces mas probabilidades de desarrollar una neoplasia que los
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testiculos escrotales, lo cual sugiere que la criptorquidia podria contribuir o acelerar la
oncogénesis testicular (Liao et al., 2009; DeForge, 2020).

Como se ha mencionado anteriormente, se ha observado que la raza podria ser un factor
de riesgo importante en la incidencia de tumores de testiculo. Las razas con mayor
predisposicién a desarrollar neoplasias testiculares son el Boxer, Pastor Aleman, Lebrel Afgano,
Braco de Weimar y Pastor de Shetland, todos ellos, animales de razas de tamafio mediano-
grande. Por otro lado, la gran propensién de determinadas razas pequeias a la criptorquidia
hace que también se consideren de riesgo. Entre éstas destacan los Caniches Miniatura, Toy y
Estandar; los Chihuahuas, Yorkshire Terrier y Schnauzer Miniatura (Liao et al., 2009; Nascimento
et al., 2020).

La mayoria de los tumores testiculares en la especie canina son unilaterales, aunque se
han descrito casos de neoplasias bilaterales. Cuando son unilaterales es frecuente que el

testiculo contralateral se encuentre atrofiado (Patnaik y Mostofi, 1993). A pesar de que lo mas

comun es identificar un patrén histoldgico, también se han descrito casos en los que se
diferencian distintas neoplasias en un mismo testiculo. Igualmente, se han observado tumores
testiculares bilaterales en los que cada testiculo presentaba un tipo tumoral diferente. Los
tumores compuestos por mas de un patrén histoldgico son denominados tumores mixtos,
siendo la combinacidn mas frecuente seminoma y TCL, seguida de seminomay TCS, y TCSy TCL
(Nascimento et al., 2020).

El tumor de las células de Leydig es la neoplasia testicular mas frecuente en perros de
edad avanzada y generalmente se consideran tumores benignos (Kudo et al., 2019). Segun
estudios recientes, los TCL suponen mds del 50% de los tumores identificados en testiculos
clinicamente normales. Es frecuente encontrar de forma accidental este tipo de tumores al
realizar la necropsia sin haberse observado previamente un aumento del tamafio testicular. Esto
implica que la oncogénesis de los TCL podria ser mas lenta que la de otros tipos tumorales y por
eso, no es posible detectar algunos tumores hasta que son lo suficientemente grandes (Liao et
al., 2009).

Macroscdpicamente, los tumores de las células de Leydig se caracterizan por ser de
tamanfio reducido y dificiles de palpar. Sus caracteristicas hacen que en muchas ocasiones tan
solo produzcan una ligera alteracion del testiculo afectado en los estadios iniciales. Al corte,
muestran una apariencia similar al TCL humano, apareciendo como una masa amarilla-
marrondcea bien delimitada de aspecto multinodular con areas de hemorragia y necrosis (Kudo
et al., 2019). La mayoria de los tumores estan formados por células poligonales con un
citoplasma eosinofilico. Igualmente, pueden observarse pequefias vacuolas y el nucleo es

redondo con cromatina condensada e hipercromatica (Nascimento et al., 2020).
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El seminoma canino es un tipo de tumor testicular de comportamiento maligno bajo.
Varios estudios realizados han revelado que probablemente los seminomas caninos presenten
una patogénesis similar a la de los seminomas espermatociticos humanos (Nascimento et al.,
2020), por ello y por su comportamiento bioldgico, el seminoma canino es considerado como el
seminoma espermatocitico humano (Kim et al., 2010).

Los seminomas suelen producir un evidente aumento del volumen testicular y una
atrofia del testiculo contralateral. Ademadas, ocasionalmente pueden causar dolor por
hemorragias intraescrotales y edema. Se describen como masas de entre 5y 10 cm que pueden
llegar a atrofiar completamente el parénquima testicular. Macroscépicamente presentan una
consistencia blanda y una superficie de seccién de color blanco-amarillento homogéneo con
areas de hemorragias. Es comun observar imagenes de malignidad, con marcadas atipias
celulares y abundantes mitosis. Las células que componen el tumor son grandes, redondas o
poliédricas y con un citoplasma eosindfilo. Normalmente, las células tumorales se localizan en
el centro de los tubulos seminiferos y suelen estdn rodeadas periféricamente por células
germinales y estromales que no presentan transformaciones neopldsicas (Nascimento et al.,
2020). Igualmente, es frecuente observar infiltrados inflamatorios focales de tipo linfocitario
(Grieco et al., 2004). A pesar de ser infrecuente, los seminomas pueden metastatizar en los
linfonodos regionales e infiltrarse en el epididimo y tunica albuginea del testiculo adyacente
(Nascimento et al., 2020).

El tumor de células de Sertoli es un tumor testicular poco frecuente en perros,
afectando principalmente a animales de edad avanzada o criptérquidos. Los TCS tienen
generalmente un comportamiento biolégico benigno, aunque ocasionalmente se han descrito
casos malignos. La manifestacion clinica mas comun de los TCS es un aumento del volumen
testicular, que al igual que ocurre en el seminoma, pueden causar dolor. Entre el 25y el 50% de
los perros afectados por tumores de las células de Sertoli muestran signos de feminizacion
debido al componente estrogénico de la neoplasia (Banco et al., 2010; Nascimento et al., 2020).

Los tumores de las células de Sertoli aparecen como masas multinodulares de entre 0,4
y 3 cm. A la seccidn, presentan una superficie blanquecina o marrén-amarillenta de consistencia
firme debido al alto contenido en estroma intersticial que poseen. Igualmente, es frecuente
observar grandes dreas de necrosis y hemorragias. Microscépicamente consisten en agregados
heterogéneos de células de Sertoli de tamafio variable, separados por un abundante estroma
fibroso. Las células neoplasicas se caracterizan por presentar una morfologia agrandada, con los
bordes celulares poco definidos y un citoplasma ligeramente eosinofilico (Banco et al., 2010;

Nascimento et al., 2020).
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En cuanto al resto de especies domésticas, los casos de tumores testiculares son poco
frecuentes y no suelen tener mayor trascendencia, apareciendo como hallazgos casuales. En los
toros, el tumor de las células de Leydig es la neoplasia testicular mds observada, aunque también
se han descrito casos de tumores de células de Sertoli y seminomas. Los toros con TCL suelen
ser animales que ya han llegado a la madurez o de edad avanzada, mientras que los TCS pueden
aparecer en terneros. Los tumores de las células de Leydig son tumores nodulares de color pardo
anaranjado con una consistencia blanda. Los tumores de las células de Sertoli, por su parte, se
describen tipicamente como tumores unilaterales, nodulares, con una consistencia que varia de
firme a ligeramente blanda y de color gris-blanquecino a rojo-violaceo. En ambos casos, es
comun observar focos de calcificaciones, hemorragias y necrosis. En el caso de los TCS, es raro
observar metastasis a los ganglios regionales, sin embargo, las células neopldsicas pueden

invadir la vena testicular y vasos linfaticos produciendo un hidrocele (Jensen et al., 2008).

En los caballos, la incidencia actual de tumores testiculares en sementales es dificil de
determinar debido a la practica de castrarlos a una edad temprana (Gelberg y McEntee, 1987).
A pesar de tratarse de casos aislados, se han descrito tumores de células de Leydig, tumores de
células de Sertoli, seminomas, teratomas y mastocitomas testiculares, entre otros. Los
seminomas y los tumores de células de Leydig suelen aparecer en sementales adultos o
geriatricos y pueden presentarse tanto en testiculos descendidos como en criptérquidos. Los
teratomas, en cambio, suelen observarse con mayor frecuencia en animales con testiculos
criptérquidos. En esta especie, se han observado casos de seminomas con enfermedad
metastdsica del cordon espermatico y érganos de la cavidad abdominal (Ball, 2008; Valentine,

2009).

En relacion a la especie ovina, las neoplasias testiculares primarias son también raras.
Los pocos casos documentados son de seminomas y tumores de las células de Sertoli. Los
escasos estudios realizados se refieren a TCS ovinos similares histolégicamente a los TCS caninos
(Shortridge, 1962). De manera anecddtica, se han descrito otras neoplasias en el aparato
reproductor de los carneros, como cistoadenocarcinomas papilares intratesticulares,
hemangiosarcomas, tumores de las células de Leydig, leimiomas y lipomas extratesticulares

(Searson, 1980; Foster et al., 1989).

2.4.Tumores testiculares en el cerdo
El desarrollo de neoplasias en la especie porcina es un hecho poco frecuente debido a

que la mayoria de los animales son sacrificados antes de alcanzar la madurez. En muchas
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ocasiones, los tumores que aparecen en los cerdos no manifiestan signos clinicos, por lo que el
diagnostico de estos suele ser hallazgos accidentales al inspeccionar las canales en el matadero.

Debido a la baja incidencia y a la ausencia de la disminucion del rendimiento que
producen las lesiones neopldsicas en los cerdos, apenas suponen impacto econémico en la
produccién porcina. A pesar de ello, prevalece una preocupacién cientifica en la investigacion
de las enfermedades neoplasicas, ya que la carcinogénesis en el cerdo representa un modelo
util, dadas las similitudes anatdmicas y fisioldgicas entre cerdos y humanos (Morey-Matamalas
et al. 2021).

Aligual que sucede con muchas de las neoplasias porcinas, la literatura cientifica relativa
a tumores testiculares en verracos es escasa. Por ello, el presente estudio pretende recoger y
reunir los distintos casos documentados a lo largo de las décadas.

Un estudio de Wekerle et al. (1987) realizado en 30 testiculos de cerdos adultos
castrados de un centro de inseminacién, encontré que, en los testiculos de 4 de los animales
examinados, habian aparecido cambios atrdficos de caracter difuso, ademas de signos que
indicaban que la espermiogénesis estaba dafiada. En algunos tdbulos seminiferos se observo el
crecimiento de células germinales atipicas. Estas células anormales también se observaron en la
tunica albuginea, vasos linfaticos y pequefas venas del corddn espermatico. Asimismo, en varias
localizaciones del tubulo seminifero se vio que la luz estaba completamente ocupada por una
proliferacién celular que podria corresponder a un tumor. En algunos casos, se pudieron
observar pequenios focos gris-amarillentos de forma redondeada, los cuales microscépicamente
presentaba los cambios intratubulares descritos. Los cambios observables a nivel macroscépico
solian suceder en verracos de edad avanzada. En otros casos, no se pudieron observar cambios
macroscépicos en los testiculos debido a que las modificaciones atroéficas se habian producido
en menor medida. Esta imagen histoldgica se asemejaba mucho a lo observado anteriormente
en los tumores intratubulares de las células germinales en humanos, los cuales frecuentemente
no se pueden reconocer macroscépicamente. Para concluir, este estudio establecié que algunos
de los testiculos infértiles que sufrieron los cambios atréficos descritos, posteriormente
desarrollarian un tumor, por ello los tumores intratubulares de las células germinales podrian
ser considerados como la fase preinvasiva de los tumores de las células germinales.

Posteriores investigaciones, describieron casos de tumores testiculares primarios de
células de Leydig, seminomas y tumores mixtos.

Uno de los casos trataba sobre un tumor mixto de las células del corddn sexual. El cerdo,
gue presentaba un aumento del volumen del testiculo derecho, tenia 6 meses y era cruzado de
Landrace-Large White y Yorkshire. Al examinar la masa, se observd que la superficie externa

presentaba un aspecto nodular con manchas rojas y estaba envuelta por una capsula brillante
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relativamente gruesa. Al seccionar el tumor, se observd que las areas nodulares estaban
compuestas por tejido que variaba de blanquecino a marrén-amarillento con una red esponjosa.
El testiculo derecho estaba completamente ocupado por un tejido neoplasico, compuesto por
células de Sertoli y de Leydig en distintos grados de diferenciacidon y en una proporcién variable.
Por otro lado, se encontraron células de Sertoli neoplasicas en el linfonodo inguinal superficial
derecho. De la misma manera, se encontraron nédulos metastasicos en el plexo pampiniforme
derecho, conducto deferente izquierdo y tunica albuginea izquierda. También se observaron
metastasis en la capsula del higado, bazo, rifones y en la superficie peritoneal y diafragmatica.
Al examinar el testiculo izquierdo, no se observé invasidon tumoral, excepto en las estructuras
genitales ya mencionadas. En conclusidn, se trataba de un tumor testicular unilateral mixto de
las células del corddn sexual, del cual las células de Sertoli neopldsicas metastatizaron, por lo

gue su comportamiento biolégico era maligno (Mabara et al., 1990).

En otro caso de tumor mixto, un cerdo de raza Kune Kune de 7 afios que presentaba un
aumento bilateral del tamafio testicular. El diametro del testiculo derecho media entre 15-20
cm, mientras que el del testiculo izquierdo media 8-10 cm. Ambos testiculos se mostraban
anormalmente firmes. El parénquima del testiculo derecho habia sido reemplazado por una
proliferacién neoplasica multilobular no encapsulada. Las células neopldsicas eran grandes y
poligonales, con un citoplasma eosinofilico y gran nicleo ovoide. Esta imagen citoldgica era
compatible con un TCL. El testiculo izquierdo, por su parte, mostraba un pequefio nédulo
irregular blanquecino parcialmente encapsulado. Las células neoplasicas presentes en el
testiculo izquierdo eran alargadas con pequefios nucleos, asemejandose mucho a la morfologia
de las células de Sertoli. Estas células malignas se encontraban confinadas dentro de los tubulos
seminiferos y estaban rodeadas de abundante estroma fibrovascular. La ausencia de invasion
de los vasos linfaticos indicaba bajo riesgo de extensidén metastasica. El diagndstico
histopatoldgico determind que se trataba de un caso de tumores testiculares poco frecuente,
de localizacién bilateral con diferentes origenes. En el testiculo derecho se desarrollé un tumor
de células intersticiales o de Leydig y en el izquierdo, en cambio, un tumor de células de Sertoli

(Williams y Verin, 2016).

En cuanto a los tumores de las células de Leydig, en el aflo 2000 Weaver et al.
describieron un caso en un cerdo Vietnamita de compafiia de 9 afios. Ademads del aumento de
tamanio del testiculo derecho, el cerdo presentaba un comportamiento menos masculino que el
resto de los cerdos que convivian con él. Al examinar los testiculos, se observd que el volumen
de ambos estaba aumentado, midiendo el testiculo derecho 20 cm de largo y el izquierdo 8 cm.

A la palpacion, los testiculos eran normales. Macroscépicamente, se observaron varios nédulos
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firmes de 0,5 cm de didmetro y de color pardo diseminados por ambos testiculos. Igualmente,
se observaron focos de hemorragias dispersos a lo largo de todo el tejido neoplasico. El examen
histopatoldgico revelé que los testiculos estaban ocupados mayoritariamente por tejido
neopldsico constituido por nidos sélidos y ldminas fusionadas de células ovaladas de citoplasma
eosindfilo, granular y con vacuolas. Los bordes celulares estaban bien definidos y sus nucleos
eran redondos y ligeramente basoéfilos. En base a estos hallazgos, se realizé un diagnéstico de

un tumor bilateral de células de Leydig.

Posteriormente, se documentd otro caso de TCL en un cerdo Vietnamita de 2 anos. En
el examen macroscépico de los testiculos, se vio que ambos estaban agrandados y presentaban
una consistencia firme. Al seccionar las gédnadas masculinas, se observé que el parénquima
testicular habia sido reemplazado por numerosas y grandes cavidades quisticas, las cuales se
encontraban llenas de fluido seroso. Esta imagen, parece ser caracteristica de los tumores
testiculares de células intersticiales. De la misma manera, se encontraron infiltrados multifocales
coalescentes de células de Leydig distribuidos por todo el tejido testicular. La arquitectura y las
caractersticas citoldgicas del tumor eran practicamente idénticas a las descritas en el anterior

caso de TCL en verracos (Roberson y Andrews, 2007)

Los TCL se caracterizan por ser benignos en animales adultos, por lo que en raras
ocasiones causan metdstasis. Estos tumores suelen ser unilaterales y el testiculo contralateral
puede aparecer normal o atrofiado. Parece que los tumores funcionales de las células de Leydig
suelen ser mds comunes en animales de edad avanzada. Estos casos tratan de tumores
bilaterales de las células de Leydig sin evidencias de metastasis a otros érganos. Ademads, uno
de los cerdos afectados, mostraba signos leves de feminizacion (Weaver et al., 2000; Roberson

y Andrews, 2007).

Por ultimo, en 2009 Diinzel et al. documentaron un caso de un seminoma en un verraco
Pietrain de 9,5 afos. Inicialmente, el animal presentaba un ligero agrandamiento no doloroso
del testiculo izquierdo. Unos meses después, se realizd6 un analisis espermatico en el que se
obtuvo que la densidad del eyaculado y la motilidad espermatica habian disminuido
significativamente. Posteriormente se realizd un examen macroscopico de la masa y se encontré
que parte del parénquima testicular habia sido sustituido por tejido de color marrdn-rojizo
jaspeado, rodeado por una capsula de tejido conjuntivo. El tumor presentaba una consistencia
blanda y fragil con abundantes areas de hemorragias y necrosis. Las células neoplasicas que
constituian el tumor eran de tamano variable, con un ntcleo hipercromatico y un citoplasma

eosindfilo. Al examinar el testiculo derecho, que no presentaba ninguna alteracion
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macroscépica, se encontraron multiples tubulos seminiferos con células tumorales pleomérficas
y parcialmente apoptdticas, las cuales no presentaba un crecimiento infiltrativo hacia el
intersticio. De la misma manera, en el testiculo derecho se observd un infiltrado linfocitario
difuso. En cuanto al resto de érganos toracicos y abdominales, no se encontraron evidencias de
metdstasis ni macroscopica ni histolégicamente. Los examenes histopatoldgicos e
inmunohistoquimicos revelaron la presencia de un seminoma intratubular, difuso e infiltrativo
en el testiculo izquierdo, del cual se habian desprendido multiples émbolos de células
neopldsicas a la sangre y vasos linfaticos. Durante el examen clinico del testiculo derecho, no se

aprecidé ningun cambio patolégico, sin embargo, la histologia revelé lesiones compatibles con un

seminoma intratubular difuso.

2.5.Estudios inmunohistoquimicos en tumores testiculares

2.5.1. Enel hombre

El diagnostico anatomopatolégico de los tumores se basa principalmente en el examen
histolégico, mediante el cual se pretende identificar las caracteristicas microscépicas de las
neoplasias. No obstante, en ocasiones la morfologia de los tumores no es clara, por lo que es
esencial el uso de técnicas auxiliares para realizar un correcto diagndstico. La técnica
inmunohistoquimica (IHQ) permite una tipificacion precisa de las distintas neoplasias
testiculares, fundamental para un correcto manejo terapéutico y la determinacién de su

pronéstico (Xiao et al., 2017).

Las multiples investigaciones realizadas en el dmbito de los tumores han permitido
identificar marcadores tumorales especificos relacionados con la patogénesis tumoral. Los
marcadores tumorales son moléculas que pueden estar en concentraciones elevadas en
presencia de un cancer, bien como reaccion del huésped ante el tumor o bien como producto
del propio tumor. Asi pues, los marcadores tumorales pueden ser producidos tanto por células
normales como por células neoplasicas. Estas moléculas son detectables en diferentes fluidos
bioldgicos como la sangre, orina, en distintos tejidos del organismo y, lo mas relevante, en las
células tumorales. En estas, el marcador puede aparecer de nuevo, aumentar o disminuir su

presencia o modificar sus patrones de localizacion.

La alta sensibilidad y especificidad de algunos marcadores tumorales hacen que sean muy
utilizados en multiples pruebas de screening con el fin de detectar la presencia de neoplasias,
ya que permiten diferenciar a los pacientes con cancer de individuos sanos o enfermos con
patologias benignas (Hermida et al., 2016). Entre los marcadores mas relevantes en materia de

tumores testiculares se conocen el c-KIT, las citoqueratinas, la vimentina, CD30, inhibina-alfa,
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OCT3/4, Ki-67, podoplanina, fosfatasa alcalina placentaria, gonadotropina coridnica humana
beta y alfa-fetoproteina (Yu et al., 2009). Muchos de estos estudios se han realizado en el
hombre, sin embargo, en animales los estudios son mds escasos. Entre éstos destaca el perro,
en el cual los tumores testiculares son frecuentes y, por ello, los estudios han sido mas
frecuentes. Estos han permitido, no obstante, demostrar semejanzas y diferencias en las

inmunotinciones.

En el hombre, la caracterizacién inmunohistoquimica de los seminomas ha demostrado que
el seminoma cldsico muestra una expresion alta del c-KIT, siendo uno de los marcadores mas
utiizados para la diferenciacidon del seminoma espermatocitico, junto con otros. (Yu et al., 2009).
Al igual que la mayoria de los tumores de las células germinales, el seminoma cldsico es positivo
para SALL4 (Miettinen et al., 2014). Esta neoplasia también es positiva a la inmunotincién con

fosfatasa alcalina placentaria (PLAP).

En muchos casos, la imagen histoldgica del seminoma clasico puede ser confundida con la
que presentan los tumores con origen en las células del corddn sexual (Obiorah et al., 2018). De
la misma manera, el seminoma y el carcinoma embrionario son dos entidades estrechamente
relacionadas, ya que las células presentes en el seminoma son morfolégica e
inmunofenotipicamente semejantes a las células germinales embrionarias, mientras que las
células de carcinoma embrionario se asemejan a las células madre pluripotenciales de la masa
celular interna del blastocisto. Por eso, en estos casos es interesante el uso de un panel
inmunohistoquimico que incluya los siguientes marcadores: citoqueratina AE1/AE3, CD30, c-
KIT, SOX2, SOX17 y podoplanina para diferenciar el seminoma del carcinoma embrionario. Las
tinciones AE1/AE3 y CD30 son difusamente positivas en el carcinoma embrionario y negativas
en seminoma, mientras que el seminoma es positivo para c-KIT y el carcinoma embrionario
negativo, al igual que el resto de tumores de células germinales no seminomatosos (Huihui et
al., 2012; Xiao et al., 2017). SOX2 ha sido descrito como un marcador discriminatorio util entre
el carcinoma embrionario y el seminoma. Los nucleos de las células neoplasicas del carcinoma
embrionario se tifien intensamente al utilizar este marcador en la inmunohistoquimica, sin
embargo, el seminoma es negativo para este marcador. SOX17, en cambio, muestra reactividad
nuclear en los seminomas pero no en los carcinomas embrionarios (Nonaka, 2009; Huihui et al.,
2012). A diferencia de la fuerte tincidn difusa observada para la podoplanina o D2-40 en el
seminoma clasico, el carcinoma embrionario es tipicamente negativo o solo muestra una

reactividad focal débil para D2-40.

22



La distincion entre el seminoma y el carcinoma embrionario es fundamental ya que el
tratamiento para cada neoplasia es distinto (Marko et al., 2017). El Ki-67 es un marcador
indicador de la proliferacion celular y una alta expresién del mismo se asocia con metastasis
tumorales y mal prondstico. En el caso de los tumores de células germinales, se ha demostrado
una fuerte inmunorreactividad nuclear al Ki-67, lo que implica un peor prondstico debido a una

multiplicacidn celular activa (Kudo et al., 2019).

Por otro lado, los tumores de las células germinales también se pueden clasificar en funcién
de su inmunorreactividad a OCT3/4, de manera que hay tumores OCT3/4 positivos, entre los
cuales se encuentran el seminomay el carcinoma embrionario, y los OCT3/4 negativos, como es
el tumor del saco vitelino, coriocarcinoma y seminoma espermatocitico. Esta molécula es un
marcador excelente para el seminoma y el carcinoma embrionario debido a la sensibilidad y
especificidad que posee para estas neoplasias, tifiéndose el nucleo de las células neopldsicas
difusa e intensamente, de manera que se puede usar en pruebas de cribado cuando se trata de

tumores metastdsicos con origen desconocido (Xiao et al., 2017).

Con respecto al seminoma espermatocitico, algunos de los marcadores utiles para otros
tumores de las células germinales son generalmente negativos para esta neoplasia, incluyendo
OCT3/4, AE1/AE3 y CD30. Se ha observado que tan solo el 40% de los seminomas
espermatociticos son positivos a c-KIT. Al igual que el seminoma cldsico, esta neoplasia es
positiva para SALL4. Tanto el seminoma cldsico como en el espermatocitico son reactivos para
VASA, sin embargo, el segundo se tifie con mayor intensidad (Aggarwal y Parwani, 2009; Marko
et al., 2017). A diferencia del seminoma cldsico, el espermatocitico rara vez expresa PLAP (Kim

et al., 2010).

De la misma manera, la alfa-fetoproteina (AFP) y la gonadotropina coridénica humana son
marcadores utilizados en el manejo del cancer testicular. En los pacientes con seminomas
clasicos los niveles séricos de AFP deberian ser normales. En caso de encontrar altos niveles de
AFP en pacientes con diagndstico de seminoma se debe sospechar de algin foco tumoral no
seminomatoso de células germinales no detectado, como puede ser un tumor testicular del saco
vitelino. Los altos niveles de gonadotropina coridnica son mas frecuentes en tumores no
seminomatosos de las células germinales (Marko et al., 2017). Cabe destacar la importancia de
GDF3 en el diagndstico de los tumores testiculares no seminomatosos, concretamente en los
tumores del saco vitelino. A pesar de que los seminomas y muchos de los carcinomas
embrionarios también muestran inmunorreactividad para este marcador, la tincion

citoplasmatica difusa y la fuerte inmunorreactividad de las células neopldsicas del tumor del
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saco vitelino lo diferencian del resto de neoplasias testiculares. De manera que la positividad
para GDF3, en ausencia de OCT3/4 y CD30, combinado con la observacion de las caracteristicas
morfoldgicas de las células neoplasicas puede ser de gran ayuda a la hora de diagnosticar

tumores testiculares del saco vitelino (Gopalan et al., 2009).

Los marcadores inmunohistoquimicos que han demostrado ser de mayor utilidad para la
evaluacion de los tumores de las células del cordén sexual (TCL y TCS) son la inhibina, la
calretinina y la proteina melan-A. La inhibina es un marcador caracteristico de los tumores del
corddn sexual y el estroma, por eso es considerada como el mejor marcador para diferenciar los
tumores estromales de los tumores de las células germinales. La proteina melan-A es también
considerada un buen marcador para los tumores secretores de esteroides, incluyendo los TCL,
una vez se ha excluido el melanoma. En cuanto al indice de proliferacion celular Ki-67, se ha
observado un aumento de la actividad mitdtica y expresion de Ki-67 en los TCL malignos, aunque
varios estudios han demostrado la ausencia de expresién de este antigeno en un alto porcentaje

de tumores de células de Leydig humanos (Ciaputa et al., 2014; Kudo et al., 2019).

La calretinina es comunmente expresada por los tumores de células de Leydig y en menor
medida los tumores de células de Sertoli, mientras que los tumores de las células germinales
son negativos para este marcador. Al igual que el carcinoma embrionario, los TCLy TCS expresan
citoqueratinas. Las células tumorales de los TCL son positivas también para vimentina, aunque
son negativas para los marcadores mas utilizados en los tumores de células germinales como c-
KIT, OCT3/4, PLAP, AFP y gonadotropina coriénica humana (Al-Agha et al., 2007; Obiorah et al.,
2018). Por ultimo, GATA-4 es expresada en tumores testiculares estromales, concretamente en
los tumores de Sertoli, aunque también se ha visto en tumores de células de Leydig. No obstante,

esta proteina no es expresada en los seminomas (Ramos-Vara y Miller, 2009).
2.5.2 En el perro

Como ya se ha comentado, existen multitud de marcadores tumorales utilizados para la
diferenciacidn de los tumores testiculares humanos y a pesar de que algunos de ellos han sido
estudiados en los tumores testiculares caninos, la informacién de estos en la especie canina aun
es limitada. Debido a su utilidad en el diagndstico y la evaluacidn de la patogénesis tumoral, se
ha determinado que es necesario realizar mas investigaciones en el ambito de los tumores
testiculares caninos para que sea posible una aproximacidon mas exacta a estas neoplasias (Yu et

al., 2009; Hohsteter et al., 2014).

Los resultados obtenidos en varios estudios relativos al seminoma cldsico canino

determinan que el c-KIT es marcador mas sensible para esta neoplasia, ya que las células
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tumorales se tifien fuerte y homogéneamente. En la especie canina el seminoma
espermatocitico es negativo a c-KIT y tiene un comportamiento biolégico benigno (Yu et al.,
2009; Hohsteter et al., 2014). En el caso de PLAP, se ha observado que tan solo un pequefio
porcentaje de muestras de seminoma son positivas para este marcador (Yu et al., 2009). Esto se
debe a que la mayoria de seminomas caninos son de tipo espermatocitico y, al igual que el
seminoma espermatocitico humano, no se expresa PLAP. Por eso, en general, la mayoria de los
seminomas caninos son negativos a la tincidén con fosfatasa alcalina placentaria (Hohsteter et
al., 2014). La técnica inmunohistoquimica para evidenciar c-KIT y PLAP se usa para distinguir
entre los seminomas clasicos y los espermatociticos. El seminoma cldsico expresa ambos
marcadores, mientras que el espermatocitico no expresa ninguno de los dos. Esto se debe a que
el seminoma clasico deriva de células germinales en estados precoces de maduracién, mientras
que el seminoma espermatocitico proviene de células mas maduras (Kim et al., 2010; Grieco et

al., 2004).

OCT3/4 es un marcador altamente sensible para el seminoma y carcinoma embrionario
humano, sin embargo, las investigaciones realizadas en los seminomas caninos han demostrado
gue en esta especie no expresan OCT3/4. Por otro lado, al igual que en el seminoma humano,
en la especie canina esta neoplasia no expresa CD30. La inmunorreactividad de los seminomas
a AFP, inhibina alfa, vimentina y desmina es baja. Como el origen del seminoma son las células
germinales que se originan del tejido epitelial, la vimentina y desmina no son marcadores

apropiados (Yu et al., 2009).

Por ultimo, al igual que en los seminomas humanos, el marcador de proliferacién celular
Ki-67, suele ser intensamente positivo en los tumores de las células germinales caninos, lo que
supone que estos tumores tienen un alto indice mitético (Owston y Ramos-Vara, 2007; Ciaputa

et al., 2014).

En cuanto a los tumores de las células de Sertoli, se ha demostrado que la inhibina alfa
y vimentina son los marcadores mas sensibles para este tipo de tumor testicular. Se ha
observado que las células de Sertoli neoplasicas producen inhibina alfa en cantidades
abundantes. A diferencia de los TCS humanos, en la especie canina, estos tumores son positivos
a PLAP en algunas ocasiones. Este tipo de tumor tampoco expresa CD30, lo que sostiene la teoria

de que esta molécula es solo expresada por el carcinoma embridnario (Yu et al., 2009).

En cuanto a OCT3/4, tampoco se ha identificado en los tumores de células de Sertoli
caninos (Yu et al.,, 2009). En veterinaria, no hay mucha literatura relativa a la expresion de

citoqueratinas en tumores testiculares. Sin embargo, en un estudio realizado por Banco et al.
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(2010) obtuvo que los seminomas no eran inmunorreactivos a las citoqueratinas y que estas
eran expresadas principalmente por los TCS. Ademas, las células de Sertoli normales no
expresan citoqueratinas, de manera que este marcador también podria ser de utilidad para
diagnosticar tumores de las células de Sertoli. Igualmente, la citoqueratina AE1/AE3 mostré
buenos resultados en la diferenciacion de tumores estromales de tumores de células
germinales. Por otro lado, al igual que en los seminomas, se ha observado reactividad a la

desmina en los tumores de células de Sertoli (Patnaik y Mostofi, 1993; Banco et al., 2010).

La proteina E-cadherina es expresada en la membrana citoplasmatica de las células de
Sertoli y rara vez se expresa en las células germinales. El factor de transcripcion GATA-4, por su
parte, es expresado por las células de Sertoli neoplasicas, aunque no lo expresan las células
tumorales de Leydig o de origen germinal. Por ultimo, se ha observado que los tumores de
células de Sertoli caninos son fuertemente positivos a gamma enolasa (Owston y Ramos-Vara,

2007).

Los tumores de células de Leydig muestran una reactividad similar a los de células de
Sertoli, ya que son negativos a OCT3/4, y son positivos tanto a la vimentina como a la inhibina
alfa. Sin embargo, se ha demostrado que la proteina melan-A y la calretinina son marcadores
altamente sensibles para los TCL y por lo tanto los mds adecuados para la identificacion de este
tipo de neoplasia (Radi y Miller, 2005; Canadas et al., 2016). Se ha observado que los TCL caninos
expresan moderadamente el Ki-67. Los indices mitdticos de Ki-67 para los TCL benignos suelen
ser del 0% y los de los TCL malignos se aproximan al 20%, por lo que aumento de la expresion

de Ki-67 se considera una caracteristica indicativa de un fenotipo maligno (Kudo et al., 2019).

En conclusién, los marcadores GATA-4, NSE, INH-a y E-cadherina son utiles para
distinguir el componente estromal de los tumores mixtos y la melan-A e inhibina son marcadores
excelentes, pero no completamente especificos, para los tumores de células intersticiales

(Owston y Ramos-Vara, 2007).
2.5.3 En el cerdo

Apenas existen estudios inmunohistoquimicos sobre tumores testiculares en la especie
porcina. Una de las investigaciones mas resefiables, fue la realizada por Mabara et al. (1990) en
la cual se llevd a cabo una tincidon inmunohistoquimica para evidenciar hormonas esteroideas
como la testosterona. Los resultados obtenidos demostraron que las células neoplasicas de los
tumores estromales no se tefiian con anticuerpos monoclonales para hormonas esteroideas,
pero si lo hacian con anticuerpos policlonales para testosterona. La tincidn positiva se observo

en algunas areas del tumor compuestas por células Sertoli y la mayoria de las células eran
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moderadamente diferenciadas. Algunas células neopldsicas de Leydig se tiferon débilmente y
la mayoria de ellas eran moderadamente diferenciadas. La tincién positiva de testosterona en
las células neopldsicas de Sertoli sugiere la presencia de proteinas receptoras para esta
hormona, ya que las células de Sertoli no tumorales también contienen receptores para
andrdgenos. La tincidon positiva en las células neoplasicas de Leydig se interpreta como evidencia

de sintesis intracelular, ya que las células normales de Leydig producen hormonas esteroideas.

La conclusion a la que llegaron fue que la reactividad a la testosterona se observo
principalmente en las células neoplasicas de Sertoli. Por lo tanto, los anticuerpos policlonales
para las hormonas esteroideas pueden ser Utiles para la deteccidn de proteinas de unidn a

hormonas esteroideas en neoplasias gonadales y del tracto reproductivo.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los tumores testiculares son frecuentes en el perro y en la especie humana vy, en la
mayoria de los casos, se corresponden con seminomas, tumores de células de Sertoli y tumores
de células de Leydig. Habitualmente, el estudio histoldgico permite su diagndstico, sin embargo,
existen algunos tumores que presentan dificultades diagndsticas. Ademas, en algunos casos,
también existen tumores mixtos, con células tumorales de origen germinal y de los cordones
sexuales.

En estos casos, el empleo de marcadores tumorales es util en su diferenciacidn, ademas
de que alguno de ellos es relevante en la evaluacidn de su prondstico. Mientras que en perros y
en el hombre, los estudios inmunohistoquimicos han sido frecuentes, en el cerdo ocurre lo
contrario, debido, en buena parte, a la escasa prevalencia de tumores testiculares en esta
especie. Ademas, estos estudios han permitido observar semejanzas y diferencias entre el perro
y el hombre en la expresion de tales marcadores y su utilidad para diferenciar tumores.

Por ello, el objetivo del presente TFG es el empleo de diferentes marcadores de tumores
testiculares utilizados habitualmente en el perro y en el hombre para valorar su expresién en

porcino y su capacidad para diferenciar tumores.

4. MATERIAL Y METODOS

El presente Trabajo de Fin de Grado ha sido realizado en el Centro de Encefalopatias y
Enfermedades Transmisibles Emergentes, de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza. Para su
realizacion, se han estudiado 18 tumores testiculares porcinos.

Para la realizacion de este trabajo se ha realizado una revisién bibliografica, utilizando
el buscador Pubmed, sobre tumores testiculares en el cerdo y en otras especies animales,

especialmente el perro y en la especie humana. Ademas, se ha realizado una revisidn sobre
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marcadores que pueden utilizarse en la identificacion de los tumores, mediante la técnica de
inmunohistoquimica.

En este estudio se han utilizado los siguientes anticuerpos, alguno de los cuales
habia sido previamente puesto a punto en el laboratorio:

- c-kit (dilucién 1/400)

- Vimentina (prediluido)

- Citoqueratina (prediluido)

En todos ellos, se han utilizado un control positivo y un control negativo, que son los

siguientes:

- c-kit:
o Control positivo: control interno de espermatogonias y mastocitos.
o Control negativo: sustitucion del primer anticuerpo por buffer de lavado.
- Vimentina:
o Control positivo: control interno de tejido conjuntivo de intersticio y pared
de vasos sanguineos.
o Control negativo: sustitucién del primer anticuerpo por buffer de lavado.
- Citoqueratina:
o Control positivo: estructuras tubulares en rete testis.

o Control negativo: sustitucion del primer anticuerpo por buffer de lavado.

Para la realizacion de la inmunohistoquimica se ha partido de cortes de 4 um adheridos
en portas gelificados, que produce una fijacibn mayor de las secciones y evita su

desprendimiento durante el procesado.

La técnica empleada fue el método Envision, de Dako, utilizando un tefiidor automatico
en ciertos pasos. El paso inicial es la desparafinacion de los cortes. Para ello, se sumergen en
xileno, y se rehidratan en etanol a concentraciones decrecientes (100°, 96°, 70°), durante 5
minutos. A continuacion, se procede a la desenmascaracion de los epitopos, sumergiendo los
cortes en soluciones liberadoras de antigenos, de pH bajo o pH alto, en funcidn del anticuerpo
utilizado (en este caso todos los anticuerpos se desenmascaran pH alto). Este proceso se realiza
en un aparato especifico (PT LINK DAKO) durante 20 minutos, a 96°C. Antes del siguiente paso,

las muestras se enfrian en el propio PT LINK y se sumergen en buffer de lavado durante 5°.

El resto de la técnica se realiza en un tefiidor automatico (Autostainer plus), a

temperatura ambiente. Entre los diferentes pasos se realizan lavados con un buffer especifico
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durante 10’, en dos veces. El primer paso es el bloqueo de la peroxidasa enddgena y para ello
se sumergen los cortes en una solucidn de peréxido de hidrégeno y metanol durante 5 minutos.
Posteriormente, se afaden los anticuerpos primarios anteriormente citados, incubandose
durante 30°. A continuacion, se afiade el complejo polimérico que también se incuba durante
30°. La reaccién se revela utilizando el cromdgeno DAB, durante 5 min, que aporta una
coloraciéon marrondcea a la tincién. El paso final en el tefiidor es el contraste con hematoxilina
durante 5, que permitira la diferenciacion del tejido, al tefiir ligeramente los nucleos de color

azulado.

El paso final es el montaje en DPX para la colocacidn del cubreobjetos y dejar la muestra
lista para su visualizacidn al microscopio. Para ello, se deshidratan los cortes en alcoholes
crecientes y se dejan reposar finalmente 5’en xilol. A continuacién, se depositan unas gotas de

DPXy se coloca el cubreobjetos.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este TFG se ha realizado el estudio inmunohistoquimico de 17 tumores testiculares en la
especie porcina con el objeto de definirlos adecuadamente y valorar la utilidad de ciertos
marcadores tumorales utilizados en el hombre y en otras especies animales. Los tumores habian
sido previamente clasificados, mediante estudio histopatoldgico, todos ellos como seminomas,
aunque en tres de ellos se observd también la proliferacion aparentemente tumoral de células

de Leydig o de Sertoli, sugiriendo la clasificacién de tumores mixtos.

Segun el patréon de distribucion de las células tumorales en los seminomas, estos fueron
clasificados como seminomas intratubulares (7), difusos (3) y con areas de seminoma

intratubular y zonas de distribucion difusa (7).

En dos de los tumores, uno de ellos con patrdn difuso y otro con intratubular, se observaron
acumulos intersticiales irregulares, alguno de ellos mas o menos bien delimitado, de células
poligonales grandes vacuolizadas mezcladas con abundantes células de Leydig bien

diferenciadas, que sugerian un tumor de células de Leydig.

En uno de los tumores con patrdn difuso e intratubular, en algunos tubulos con seminoma
intratubular, se observé también la proliferacion de células de aspecto fusiforme, que partian
de la membrana basal, y que arropaban a las células redondeadas a poligonales caracteristicas

del seminoma, que se encontraban en la luz.

En el estudio inmunohistoquimico, se han utilizado marcadores frente a vimentina, c-kit y

citoqueratinas de amplio espectro, los cuales permiten diferenciar ciertos tipos celulares y
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evidenciar antigenos de células indiferenciadas o expresados en testiculos fetales e inmaduros,
algo caracteristico de ciertos tumores. En testiculos de cerdos control, la vimentina marcaba en
los tubulos seminiferos exclusivamente el citoplasma de las células de Sertoli, con un patrén de
aspecto piramidal y en el intersticio las células de Leydig, el tejido conjuntivo y los vasos. El c-kit
marcaba las espermatogonias y los mastocitos intersticiales y la citoqueratina de amplio

espectro, utilizada en este estudio, las células de tubulos de la rete testis.

El estudio inmunohistoquimico evidencié positividad frente a vimentina en algunos de
tumores, siendo negativos todos ellos frente a c-kit y a citoqueratinas. Respecto a vimentina, se
observo la positividad en la mayoria de los seminomas difusos (2 de 3) y de los tumores con
ambos patrones (5 de 7). Respecto al seminoma de localizacién intratubular, fue negativa en la
mayoria de los tumores intratubulares puros (6 de 7 negativos) y de los de ambos patrones (6
de 7). Respecto al nimero de células positivas, también fue muy variable, pero, en general,
aparecian pocas células marcadas. El patron de inmunotincion se correspondid con localizacidn
citoplasmatica, bien perinuclear, completa o parcial, o con patrén granular. En los seminomas
intratubulares, la positividad con vimentina evidencié una morfologia aberrante de las células

de Sertoli, con aparente deslocalizacidn e hipertrofia citoplasmatica irregular.

En los tumores considerados como mixtos, en el tumor con la proliferacidn de las células de
Sertoli, éstas aparecian claramente tefiidas. En los dos tumores con infiltrado intersticial, sin
embargo, las células de Leydig bien diferenciadas aparecian intensamente inmunomarcadas,

semejante a lo observado en cerdos normales, sin embargo, las células vacuolizadas, a menudo,

ivas.
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Figura 1: Seminoma intratubular, tincion Hematoxilina-eosina (x100)
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Figura 2: Seminoma espermatocitico con mitosis (x400)

Figura 3: Seminoma espermatocitico con inflamacion de linfocitos, F/gura 4: Semmoma espermatocitico con mitosis y células
células multinucleadas y mitosis (x200) multinucleadas grandes (x400)
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Figuras 5y 6: Células de Sertoli con tincion alterada. Tincion inmunohistoquimica con vimentina (x50 y x200)

L &

P s

Figuras 7 'y 8: Seminoma espermatocitico, tincion con vimentina. Células tumorales con patron de positividad de localizacion citoplasmdtica,
perinuclear y granular (x400)
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Figuras 9y 10: Seminoma intratubular, negativo a tincion con c-kit. Control positivo interno: espermatogonias normales y mastocitos
(x100 y x200)

Figura 11: Seminoma difuso, negativo a c-kit (x100)
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Figuras 12 y 13: Seminoma difuso con celulas vacuolizadas en algunas zonas, predominantemente negativo a vimentina (x50 y x400)

El presente trabajo pretende ampliar la informacién obtenida en el estudio sobre la
expresion del receptor c-kit en tumores de animales domésticos, realizado en la Facultad de

Veterinaria de Zaragoza en el afio 2017, por Vanessa Diaz Gimeno.

Aligual que el TFG realizado en 2017, los resultados obtenidos en la actual investigacién
sugieren que la mayoria de tumores testiculares porcinos son seminomas. Ademas,
nuevamente, todos los seminomas han resultado ser negativos a c-kit lo cual sugiere que estos
son de tipo espermatocitico. Esta condicidn se asemeja a lo que ocurre en la especie canina, ya
que la mayoria de los seminomas son negativos a c-kit debido a que son seminomas

espermatociticos (Hohsteter et al., 2014; Nascimento et al., 2020).

En cuanto a la reactividad de los seminomas frente a la citoqueratina, se observé una
reaccion negativa en todos los tumores analizados. Las citoqueratinas son expresadas por las
células de Sertoli indiferenciadas (normales) presentes en los tubulos seminiferos prepuberales
mientras que las células maduras del testiculo adulto no las expresan (Patnaik y Mostofi, 1993;
Kruse et al., 2009). Asi pues, este marcador es de gran utilidad para estudiar tumores de células
de Sertoli, ya que las células tumorales mostrarian inmunorreactividad frente a las

citoqueratinas.

La mayoria de los seminomas difusos y seminomas con areas de patrén difuso e
intratubular mostraron positividad frente a vimentina, aunque en ambos casos habia pocas
células marcadas. El patron de positividad tenia una localizacién citoplasmatica pudiendo
aparecer de manera perinuclear y/o granular, lo cual se correspondia con lo descrito
previamente en la literatura (Patnaik y Mostofi, 1993; Yu et al., 2009). Uno de los seminomas
intratubulares presentd una tincién irregular con células tumorales en la base del tibulo

seminifero separadas por células de Sertoli normales. Ademas, en este caso, se encontraron
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células de Sertoli desprendidas en la luz del tubulo seminifero entre las células tumorales de
origen germinal. En el seminoma con un nddulo de células de Leydig tumorales, las células
intersticiales se tifieron fuertemente y asociadas a estas se observaron células vacuolizadas

negativas o débilmente positivas.

6. CONCLUSIONES

- Este estudio demuestra que el seminoma es el principal tumor testicular en cerdos
eliminados por infertilidad.

- Al igual que lo observado en el estudio previo de 2017, los seminomas porcinos
analizados en este estudio han resultado ser negativos a c-kit, sugiriendo que la
mayoria de éstos son de tipo espermatocitico en esta especie.

- De la misma manera que en la especie canina, la utilidad de las citoqueratinas en el
ambito de tumores testiculares porcinos podria estar relacionada con la
diferenciacién de tumores germinales y tumores del corddn sexual, ya que todos los
seminomas han sido negativos para este marcador, aunque al no haberse estudiado
tumores estromales no puede confirmarse esta hipétesis.

- Los patrones de positividad frente a vimentina de los seminomas, principalmente
los difusos, son de localizacion citoplasmatica y de tipo perinuclear y/o granular.
Ademas, la positividad de los seminomas para este marcador tumoral es variable, lo
cual puede estar relacionado con el tipo de patréon que presentan.

- Tres de los tumores estudiados en este estudio podrian considerarse como mixtos,
sin embargo, los marcadores utilizados no han podido definirlos con claridad.

- Es necesario realizar investigaciones mas profundas sobre tumores testiculares
porcinos para poder establecer hipdtesis plausibles y reales. En este sentido es
imprescindible estudiar mas seminomas y tumores de otros tipos (estromales y
mixtos) ademas de realizar estudios inmunohistoquimicos en los que se incluyan un
amplio panel de marcadores tumorales que permita definir objetivamente cada tipo

de tumor.
CONCLUSIONS

- This study shows that seminoma is the most common testicular tumor in eliminated
boars due to infertility.

- Asobserved inthe previous study carried out in 2017, the swine seminomas analized
in this study have been found to be negative to c-kit, suggesting that in pigs, most

of these neoplasms are spermatocytic.
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- Inthe same way as in the canine species, the usefulness of cytokeratins in the field
of swine testicular tumors could be related to the differentiation between testicular
germ tumors and sex cord tumors, although since stromal tumors have not been
studied, this hypotheses cannot be confirmed.

- The positivity patterns of seminomas for vimentin, mainly the diffuse ones, are
located in the cytoplasm and they can be perinuclear and/or granular. In addition,
the positivity of seminomas for this tumor marker is variable. This fact may be
related to the different type of pattern which seminomas present.

- Three tumors studied in this study could be considered as mixed tumors, however,
the used markers have not been able to define them clearly.

- Itisessential to carry out more deep research about swine testicular tumors in order
to establish plausible and real hypotheses. In this regard, is indispensable to study
more seminomas and other type of tumors (stromal and mixed tumors) in addition
to do more immunohistochemical studies that include a broad panel of tumor

markers which allow to define objectively each type of tumor.

7. VALORACION PERSONAL

Este trabajo me ha ayudado a ampliar los conocimientos sobre los tumores testiculares,
un tema de gran interés en la medicina veterinaria y para mi personalmente. De la misma
manera he aprendido a realizar una busqueda bibliografica y a seleccionar informacion
relevante procedente de fuentes cientificas actualizadas. Por otro lado, asistir al laboratorio
me ha ayudado a desarrollar competencias que indudablemente seran de gran ayuda en mi
futuro profesional, como el conocimiento de la técnica inmunohistoquimica y su utilidad
diagndstica para la caracterizacion objetiva de los tumores. Igualmente, ver como se trabaja
en el laboratorio me ha servido para ser consciente de la importancia del trabajo de
investigacion en el ambito de la veterinaria, que ademds, podria ser una salida profesional
para mi futuro. Para terminar, agradecer a mis tutores, Bernardino Moreno y Juan Badiola,
su implicacidn en la realizacidon del presente trabajo, tanto por sus consejos durante la
redaccién, como por la ayuda prestada en laboratorio durante la realizacién de la
inmunohistoquimica. También agradecer al departamento de Patologia Animal y al Centro
de Encefalopatias y Enfermedades Transmisibles Emergentes de la Facultad de Veterinaria

por permitirme utilizar el laboratorio para la realizacidn de este estudio.
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