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1. RESUMEN:

El receptor c-kit, también llamado CD117, es una proteina transmembrana con
actividad tirosinquinasa con posibilidades oncoldgicas. La activacion de dicho receptor tiene
como resultado la activaciéon de una serie de sefales que actlan en procesos cruciales en el

desarrollo de tumores, proliferacion celular, adhesion, apoptosis y diferenciacion.

Las mutaciones en el gen KIT producen la desregularizacién de la actividad de este
receptor, que se activa de forma independiente a la unién del ligando (SCF), lo que provoca un
crecimiento excesivo y una acumulacién de células. La presencia de c-kit en un tejido tumoral
puede ser detectada mediante inmunohistoquimica. Cuando este receptor estad presente se
aprecia un cambio de coloracidn en las células que presentan c-kit apreciable al microscopio

Optico.

En este trabajo se han analizado 6 tumores testiculares de cerdo, que
histolégicamente han sido clasificados como 5 seminomas y 1 tumor de células de Leydig.
Mediante el estudio inmunohistoquimico de c-kit se concluye que los 5 seminomas son de tipo
espermatocitico, ya que son c-kit negativos. Por otro lado, el tumor de células de Leydig ha
resultado negativo a c-kit, lo que supone una diferencia con la especie humana y canina, ya

que estos si expresan c-kit en las células de Leydig.
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SUMMARY:

The c-kit receptor, also called CD117, is a transmembrane protein with tirosinquinasa
activity with oncological opportunities. The result of this receptor has as a result the activation
of some signals that act in some crucial processes in the tumor development (cellular

proliferation, adhesion, apoptosis and differentiation).

Mutations in the KIT gene cause deregulation of the activity of this receptor, which is
activated independently of ligand binding (SCF), which causes excessive growth and cell
accumulation. The presence of c-kit in a tumor tissue can be detected by
immunohistochemistry. When this receptor is present, a change of coloration is observed in

the cells that present appreciable c-kit under the optical microscope.

In this work we have analyzed 6 pig testicular tumors, which histologically have been
classified as 5 seminomas and 1 tumor of Leydig cells. By immunohistochemically study of c-kit
it is concluded that the 5 seminomas are spermatocytic type, since they are c-kit negative. On
the other hand, the cell tumor of Leydig has been negative to c-kit, which is a difference with

the human and canine species, since these do express c-kit in the Leydig cells.
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2. INTRODUCCION:

2.1 ¢QUE ES EL C-KIT?:

El gen KIT también denominado CD117,

. L. Receptor
c-kit o SCFR, se encuentra préximo al gen del Tyrosine kinase
receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) vy
también del receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR) (Fresno, 2004).
Este gen es un protooncogén’ que codifica la

proteina KIT, que es un receptor

transmembrana para el factor de células madre

(SFC: Stem Cell Factor). Figura 1. Funciones del receptor c-kit.

La proteina KIT, es una proteina transmembrana con actividad tirosin-quinasa
intrinseca, que se encuentra en la superficie de diferentes tipos de células (Instituto Nacional
del Cancer de EEUU). Se ha observado una expresion alta de KIT en células hematopoyéticas
progenitoras, células cebadas, melanocitos, células germinales y en las células intersticiales de

Cajal (Fresno, 2004).

Este receptor estd compuesto por 21 exones a partir de los cuales se codifican los 4
dominios que componen la protooncoproteina c-kit. De esta forma el dominio extracelular o
de dimerizacidon es codificado por los exones 1 al 9 y los dominios transmembrana y
juxtamembrana (JM) por los exones 10 y 11, respectivamente. La region juxtamembrana
influye de forma relevante en la regulacion de la dimerizacion de la proteina. Y los exones 13

al 21 son responsables de la codificacidon del dominio tirosin-quinasa (Garcia-Foncillas, 2007).

La activacion del receptor se produce como consecuencia de un proceso de
homodimerizacién. Este proceso provoca una serie de cambios estructurales en el receptor
que determinan una activacion del dominio tirosin-quinasa (Fresno, 2004), que a su vez activa
otras proteinas en el interior de la célula mediante la adicién de un grupo fosfato en posiciones
especificas. Este proceso, denominado fosforilacién?, da lugar a la activaciéon de una serie de

proteinas en multiples vias de sefializacion.!

' PROTOONCOGEN: Gen que participa en el crecimiento normal de las células. Las mutaciones (cambios)
en un protooncogén pueden hacer que este se convierta en un oncogén, que puede hacer que se
formen células cancerosas (Instituto Nacional de Cancer de EEUU).

2 FOSFORILACION: Proceso mediante el cual se agrega un grupo de fosfato a una molécula, como un
azucar o una proteina.

Cell migration \ Neoangiogenesis
Cell growth & differentiation Antiapoptosis
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La activacién constitutiva de la via de sefializacién SCF/KIT estd asociada a la
proliferacion celular, la maduracién y la diferenciacion, la supresion de la apoptosis, la
degranulacion y la modificacion en las propiedades de adhesiéon y motilidad de las células

activadas.’

Mutaciones puntuales, inserciones o deleciones’, especificamente en los exones 9, 11
y 13, han sido citados como responsables de la alteracidn proteica en algunas patologias
(Garcia-Foncillas. 2007). Muchos de los estudios se centran en alteraciones mutacionales en el
gen KIT y en otras alteraciones cromosémicas, especialmente en pérdidas de los cromosomas
14 y/o 22. Las mutaciones en el exén 11 se asociarian con una mejor respuesta al tratamiento

y mutaciones en el exdn 9 con una mayor agresividad (Fresno, 2004).

2.2 MUTACION DEL GEN KIT:

Mutaciones en el gen KIT provocan la activacion constitutiva de la quinasa del receptor
que este gen codifica, es decir, se produce la desregularizacion de la actividad del receptor c-
kit, que se activa de forma independiente a la unién del ligando, lo que provoca un

crecimiento excesivo y una acumulacién de células.’

El dominio juxtamembrana (exén 11), tanto en KIT como en otros receptores tirosin-
quinasa similares, tiene una funcién inhibidora sobre el propio receptor que se ve anulada
cuando existen mutaciones que lo afectan. La importancia de reconocer los tumores en los
qgue KIT estd mutado deriva de la existencia de un farmaco, imatinib, capaz de inactivar este y

otros receptores tirosin-quinasas (Botella-Estrada y Sanmartin, 2010).

2.3. ¢QUE HA SUPUESTO EL DESCUBRIMIENTO DE C-KIT?:

Antes del descubrimiento de la presencia de c-kit en ciertos tumores, habia tipos de
tumores que no podian ser diferenciados y que se incluian dentro de un mismo grupo
(seminomas, GISTs). Esto suponia que tanto su prondstico como su tratamiento fueran el
mismo para todo el grupo, siendo en realidad diferentes tumores, y por lo tanto en muchas

ocasiones erréneos.

La deteccidn de c-kit en diferentes tipos celulares y su posterior descubrimiento en
determinados tumores, ha supuesto un gran avance para la medicina tanto humana como

veterinaria. Hoy en dia, gracias a c-kit, sabemos que, por ejemplo, los tumores intestinales

* DELECION: Pérdida total o parcial de un gen. También puede haber un cambio en el ARN o en la
proteina elaborada a partir de este.
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pueden dividirse en tumores musculares y GISTs, o que los seminomas se dividen en
espermatociticos y en clasicos. Al diferenciar estos tumores se han podido observar las
diferencias en cuanto al comportamiento bioldgico, esto supone un paso muy importante,

ya que permite predecir el prondstico de forma mas exacta.

Por otro lado, también es muy util a la hora de implantar un tratamiento
quimioterapico. A raiz del descubrimiento de la expresién de c-kit surgen nuevos
tratamientos para estos tumores, esto se debe a que determinadas mutaciones en KIT se
asocian a una mejor respuesta al tratamiento de ciertos farmacos, como el imatinib, o a
una cierta resistencia a los mismos. Esto permite implantar terapias farmacolégicas mas
especificas para cada tipo de tumor y que por tanto seran mas eficaces, aumentando las

tasas de supervivencia.

2.4. ASOCIACION DEL C-KIT CON DIFERENTES TIPO DE TUMORES:

La leucemia fue el primer cancer vinculado con una mutacidén activa de c-kit (Corless,
Fletcher, Heinrich. 2004). Estudios posteriores han demostrado la presencia de mutaciones de
c-kit en casi todos los casos de mastocitosis sistémica y otros canceres hematopoyéticos

(Babaei et al. 2016).

C-kit se expresa en tejidos normales como en el epitelio mamario, endotelial vascular,
glandulas sudoriparas y astrocitos retinianos. Mutaciones de KIT han sido detectadas en
canceres como; leucemia, disgerminoma ovdrico unilateral, melanoma, entre otros (Babaei et

al. 2016).

a. MELANOMAS:

La proteina c-kit es crucial en la homeostasis melanocitica y, cuando esta mutado, se

asocia con el desarrollo en estas células (Gomes et al. 2012).

- Estudios en perros:

Gomes y su equipo analizaron inmunohistoquimicamente 39 melanomas cutaneos,
calificando la localizacidn, extensidn e intensidad de la expresion de c-kit. La localizaciéon fue
esencialmente citoplasmatica y la extensidn e intensidad fueron mayores en los
melanocitomas que en los melanomas malignos. No hay asociaciéon entre la expresion

inmunohistoquimica de c-kit en melanomas malignos con el criterio clinicopatolégico, excepto
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en la intensidad y el grado de pigmentacién intralesiéon. La pérdida de expresion de c-kit en

melanomas malignos puede ser un criterio de agresividad tumoral (Gomes et al. 2012).

Un estudio llevado acabo por Newman et al, determind mediante el estudio de 14
melanomas dérmicos benignos y 61 melanomas mucosos malignos, que los 14 melanomas

dérmicos y 59 de los melanomas mucosos se expresaba c-kit (Newman et al. 2012).

Otro estudio realizado por Chu et al, donde estudiaron 49 melanomas malignos. Los
36 melanomas disponibles para el analisis inmunohistoquimico mostraron una expresién de c-
kit tanto débil (16 casos, 44.4%), como fuerte (20 casos, 55.6%). Cinco tumores escondian una
mutacion en el exdn 11 de KIT y resultaron todos fuertemente positivos a c-kit en la tincion
inmunohistoquimica. Estos hallazgos sugieren un subgrupo de melanomas malignos caninos

que esconden una mutacion en el exén 11 de KIT (Chu et al. 2013).

En 2014 Rapisuwon y su equipo descubrieron una mutacién en el exéon 8 de KIT en un
melanoma de la mucosa, esta mutacion no habia sido notificada previamente en este tipo de
tumor. Sin embargo, esta mutacidn si habia sido notificada en tumores de células mastociticas

en perros y gatos (Rapisuwon et al. 2014).

b. TUMORES DEL TRACTO GASTROINTESTINAL:

Hasta hace poco mas de una década, los tumores del estroma gastrointestinal (GISTs)
constituian un grupo heterogéneo de neoplasias que incluian los leiomiomas, leiomiosaromas,

leiomioblastomas y tumores nerviosos autondmicos (Schwanomas) (Bodega et al. 2013).

Hoy en dia su diferenciacién respecto a los tumores del musculo liso y de los
schwanomas es debida a diversos estudios, que han demostrado que los tumores estromales
del tracto gastrointestinal (GIST) presentan una elevada expresion de c-kit (Garcia-Foncillas,

2007).

En 1995, Huizinga y su equipo demostraron que las células intersticiales de Cajal
expresaban el receptor c-kit (Huizinga et al. 1995) y hoy en dia se cree que los GIST derivan de

las células intersticiales de Cajal, presentes en los plexos nerviosos (Bodega et al. 2013).

El diagnéstico definitivo de GISTs viene dado por la expresién de c-kit en un tumor
gastrointestinal de origen mesenquimal con datos anatomopatoldgicos caracteristicos de este
tipo de tumor. El 85% de los tumores clasificados como GIST presentan mutaciones en uno o

ambos receptores de tirosin-kinasa, que son el gen KIT o el factor de crecimiento alfa derivado
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de plaquetas (PGFR-a) (Bodega et al. 2013). Las mutaciones identificadas en c-kit han sido
consideradas como marcador diagndstico y al mismo tiempo como diana terapéutica.

(Garcia-Foncillas, 2007).

Aunque puede existir cierta variabilidad en el patrén de tincion, la mayoria de los GIST
muestran una positividad citoplasmatica intensa y difusa. Algunos tumores GIST pueden
mostrar una positividad no difusa sino limitada a un escaso porcentaje de células tumorales (5-
20%), lo cual puede justificar algunos casos inmunohistoquimicamente negativos. Esto puede
ser debido a una escasez de representacién tumoral en biopsias endoscdpicas y en tumores
con distribucién irregular de la oncoproteina, pérdida de antigenicidad por manipulacion
inadecuada de la muestra, defectos en el procesamiento técnico o alteraciones post-

tratamiento (Fresno, 2004).

Por lo que en algunas ocasiones, es necesario llevar a cabo estudios de mutaciones del
receptor, sobre todo si no esta claro el diagndstico o cuando es absolutamente necesario para
la instauracion del tratamiento. Lo mas frecuente es la mutacion del exén 11, seguido de la
mutacién del exdn 9 aunque podemos encontrar también mutaciones secundarias de exones

13, 14,17 0 18. (Bodega et al. 2013).

Estudios en perros:

Un estudio en perros en el que se analizaron 105 tumores gastrointestinales primarios,
de los cuales 17 (16%) eran mesenquimales, un 48% epiteliales y un 36% eran tumores de
células redondas. Mediante pruebas de inmunohistoquimica con diversos marcadores entre
ellos c-kit, se determindé que de los 17 tumores mesenquimales 10 eran leiomiomas, 2
leiomiosarcomas y 5 tumores del estroma gastrointestinal, GISTs, (c-kit positivo). Los GISTs
caninos aparecieron como tumores de células fusiformes densamente llenos, con una

inmunopositividad difusa, fuerte y citoplasmatica de c-kit (Bettini et al. 2003).

En 2003, Frost y su equipo analizaron 50 tumores mesenquimales gastrointestinales
caninos para determinar la frecuencia de leiomiomas (LMs) y de tumores del estroma
gastrointestinal (GISTs) y comparar sus caracteristicas clinicopatoldgicas. 21 tumores (42%)
fueron reclasificados histolégicamente como GISTs, y 29 tumores (58%) como leiomiomas
basandose en las similitudes histolégicas con tumores humanos homdlogos (Frost, et al.

2003).
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GISTs LMs
Machos 10 28
Hembras 10 5
Edad media 10.5 afios 10.8 afios
Localizacién en estémago 4/21 (19%) 22/29 (76%)

Localizacion en ID

6/21 (29%)

Localizacién en IG

10/21(48%)

3/29 (10%)

Localizacién en mesentéreo

1/21 (5%)

0

Localizacién en eséfago 0 4/29 (14%)
KIT Inmunohistoquimica 11/21 (52%) 0
Kit mutaciones 2/21 (50%) 0

Con estos resultados podemos decir que mientras los GISTs son mas frecuentes en IG
los LMs se localizan principalmente en el estdmago, ademas estos se presentan sobre todo en

hembras.

La mayoria de los GISTs diagnosticados fueron determinados c-kit positivos. Sin
embargo, de los tumores que resultaron negativos, podrian ser en realidad falsos negativos

debido a una inadecuada preservacion del antigeno (Frost, et al. 2003).

Los LMs en humanos son muy raros en el estdmago y el intestino, son tipicos del
esofago, mientras que en perros ocurren mas comunmente en el estémago. Por otro lado, los
GISTs en perros ocurren mas comunmente en el colon y el ID. Sin embargo, los GISTs en

humanos, son mas comunes en el estdmago y muy raramente en el colon (Frost, et al. 2003).

- Estudios en équidos:

Los GISTs son raros en caballos, las neoplasias mas comunes en el tracto intestinal de
los équidos son; el linfoma, el adenocarcinoma y el leiomiosarcoma. Al contrario que en
perros y humanos, el comportamiento biolégico de los GISTs en équidos es generalmente

benignos y cuando son malignos tienen una lenta metastatizacion (Malberg, et al. 2014).

Un estudio realizado en un caballo macho de 17 afnos, intervenido de una masa intra-
abdominal, que tras el examen histolégico fue clasificada como una neoplasia de células
fusiformes. Basandose unicamente en la morfologia la neoplasia hubiera sido mal

diagnosticada como tumor de la vaina del nervio periférico, porque varias de las caracteristicas
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morfoldgicas sugerian una diferenciacién neuroldgica. Sin embargo, las células neoplasicas
expresaron c-kit entre otros marcadores, por lo que, basandose principalmente en el perfil
inmunohistoquimico y especialmente en la positividad a CD117, la neoplasia fue diagnosticada
finalmente como GIST con diferenciacidn tanto miogénica como neuroldgica (Muravnick, et al.

2009).

En la necropsia de un caballo de 14 afios con episodios recurrentes de célico, se
encontré una masa ulcerada que se extendia desde el colon ascendente hacia la luz intestinal.
Tras el estudio histoldgico e inmunohistoquimico y su positividad a c-kit, fue diagnosticado

como un GIST (Malberg, et al. 2014).

c. MASTOCITOMA:

- Estudios en perros:

El mastocitoma canino tiene distintas formas de presentacidn; dérmica, mucosa o

subcutanea.

El mastocitoma es uno de los tumores cutdneos mas comunes en perros. Tienen un
comportamiento biolégico muy variable, algunas de las mutaciones de c-kit producen la
activacion de este receptor, que parece estar implicado tanto en el desarrollo como en la

progresion del mastocitoma canino (Preziosi, et al. 2004).

Un estudio realizado en mastocitomas cutaneos, en el que se estudiaron 31 masas
cutaneas de perros, diagnosticadas como mastocitoma mediante histopatologia. El estudio
inmunohistoquimico revelo tres patrones de expresidon de KIT; patron citoplasmatico difuso,
patron membranoso con tincion localizada en la superficie celular y un patrén citoplasmatico
perinuclear, donde la expresiéon de KIT fue detectada en el citoplasma de las células

mastociticas, préximo a los nucleos (Preziosi, et al. 2004).

En funcion del grado histolégico; 15 tumores de grado | (células bien diferenciadas), 11
tumores de grado Il (diferenciacién celular moderada) y 5 de grado Il (pobre diferenciacion
celular). Pero ademads, este estudio relacioné el patron de expresion de c-kit con los

diferentes grados histologicos;

-Grado |: 13 tumores con patréon citoplasmatico difuso y 2 con patrén

membranoso/difuso.

10
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-Grado |l: 4 tumores presentan un patrén citoplasmatico difuso, 4 un patron

membranoso y 3 un patrén membranoso/perinuclear.

-Grado lll: los 5 presentan un patrén citoplasmatico perinuclear.

Un segundo estudio realizado, esta vez en mastocitomas subcutaneos, en 53 perros
con una edad media de 9 afios, confirmd el origen de las células mastociticas con la tincion de
c-kit. Los patrones de expresion de c-kit incluian; la membrana citoplasmatica en 20 tumores,
punteado citoplasmatico en 23 tumores y citoplasmatico difuso en 10 tumores. La expresion

de c-kit no se asocio con la supervivencia (Newman, et al. 2007).

La variante subcutdanea del mastocitoma canino tiene distintas caracteristicas, con un
grado histolégico intermedio y una mayor supervivencia media, lo que sugiere un prondstico
ligeramente mejor a largo plazo que para la variante dérmica de mayor grado (Newman, et

al. 2007).

Estudios en équidos:

Generalmente los mastocitomas cutdneos en équidos muestran un patrén histoldgico
bien diferenciado, asociado con un comportamiento benigno y una baja incidencia de

reaparicion (Seeliger, et al. 2007).

Un estudio realizado en una yegua de 20 afos, con un mastocitoma focal ulcerado en
la cara dorsobucal derecha de la lengua. En el analisis inmunohistoquimico de KIT, el tumor
presentd un patrén de tincion membranosa débil y un fuerte agrupamiento focal cerca del

nucleo (Seeliger, et al. 2007).

Otro estudio realizado en 2014, en el que se analizaron 72 mastocitomas. La mayoria
de los mastocitomas (88%) fueron descritos como grado | (perimembranoso) patrén de tincion
KIT, un 8% de tumores eran de grado Il (focal perinuclear) y un 4% de grado lll (citoplasmatico

difuso) (Clarke, et al. 2014).

En 2015, Rassel y su equipo llevaron a cabo un estudio en mastocitomas cutaneos
equinos. Analizaron inmunohistoquimicamente 45 mastocitomas cutaneos, la expresion de KIT
fue clasificada como membranosa (), citoplasmatica con punteado focal (ll) o citoplasmatica
difusa (lll). En este estudio diferenciaron dos tipos de mastocitomas, los mastocitomas bien
diferenciados y los pobremente diferenciados. Los mastocitomas bien diferenciados, son

tumores multinodulares o difusos con infiltracion dérmica de células mastociticas con

11
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anisocariosis débil, una baja proliferacidon y una dominancia del patrén KIT I. Por otro lado, los
mastocitomas pobremente diferenciados, son tumores con un crecimiento infiltrativo mayor,
anisocariosis de moderada a marcada, un mayor grado de diferenciacién y con patréon KIT 1l y
lll. Estos hallazgos indican que hay un subgrupo de mastocitomas equinos pobremente
diferenciados, en los cuales hay una asociacidon entre una expresion aberrante de KIT, una
elevada tasa de proliferacion y un potencial comportamiento agresivo. Todas las
caracteristicas confirman al menos a estos mastocitomas pobremente diferenciados como

auténticas neoplasias (Rassel, et al. 2015).

d. TUMORES PROSTATICOS:

- Estudios en humanos:

Un estudio realizado en humanos en 2012, determind la expresidn de KIT en las células
de la linea estromal de la préstata. Mediante la técnica de inmunohistoquimica demostraron

que KIT se localiza en las células intersticiales del estroma de la prostata (Imura, et al. 2012).

El estudio realizado por Simark y su equipo para analizar la expresién de c-kit y del SCF
en una serie de tejidos; prostata normal, hiperplasia prostatica benigna (BPH) y
adenocarcinoma, dio como resultado un 17% de c-kit positivo en tejidos de BPH y un 2% en
adenocarcinomas, mientras que el tejido normal resulté ser c-kit negativo (Simark, et al.

2000).

La informacién de este estudio revelé un patrén de alteracién en la expresién de c-kit
y de SCF asociado con el adenocarcinoma prostatico y el BPH. Al parecer el SCF induce la
proliferacion y maduracion de células cebadas, y mejora su liberacion de proteasas. Esto
puede explicar la acumulacion de células cebadas en las zonas tumorales, un fendmeno que no

se observa en el tejido prostatico normal o en muestras de BPH (Simark, et al. 2000).

Un estudio sobre el crecimiento intradseo de c-kit, selecciond la linea celular PC3,
debido a que originalmente fue establecida como la forma de metdstasis 6sea del carcinoma
prostatico. Mediante la técnica de inmunohistoquimica se demostré una fuerte positividad
para c-kit; la frecuencia de c-kit en células epiteliales fue de un 5% en hiperplasia prostatica
benigna, un 14% en carcinoma prostatico primario y un 40% en carcinoma prostatico con
metdstasis 0sea. Lo que sugiere una tendencia creciente de la expresion de c-kit en la

progresion clinica del carcinoma prostatico (Wiesner, et al. 2008).

- No se han encontrado estudios en otras especies.
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e. TUMORES TESTICULARES:

Los tumores testiculares son la neoplasia del aparato genital masculino mds comun en

perros, y los terceros mas comunes dentro de los tumores caninos (Hohsteter, et al. 2014).

Los tumores testiculares primarios son clasificados histolégicamente como tumores
de células germinales, tumores estromales (también llamados intersticiales o de células no

germinales) y tumores mixtos. (Hohsteter, et al. 2014).

Los tumores de células de Sertoli (SCT) y los tumores de células de Leydig (LCT) son
tumores del estroma del corddon sexual y los seminomas (SEM) son tumores de células
germinales, siendo estos tres los principales tumores observados en el perro. Sin embargo, en
el hombre, la clasificacidn es mds amplia describiéndose varios subtipos dentro de las tres

categorias descritas anteriormente (Hohsteter, et al. 2014).

Los seminomas provienen de las células germinales que constituyen el epitelio
espermatocitico dentro de los tubulos seminiferos, mientras que SCT provienen de las células
de soporte de los tubulos seminiferos. (Chi-Ho, et al. 2009). Los seminomas clasicos (CSEM)
provienen de las células germinales en estadios tempranos de la maduracion, mientras que, los
seminomas espermatociticos (SSEM) provienen de células mas maduras, donde la expresion

de antigenos, como KIT, esta disminuida (Grieco, et al. 2010).

En la pubertad y durante la edad adulta la interaccion de SCF y KIT promueve la
diferenciacion de las pre-espermatogonias en espermatogonias A y B, que representan el
inicio del ciclo del epitelio seminal. Por su parte, las células de Leydig expresan KIT, tanto en
humanos como en roedores y perros, y via SCF estimulan las células de Sertoli para producir

testosterona. (Grieco, et al. 2010).

Es probable que el diferente origen del SSEM determine su predominante
comportamiento benigno, en contraste con el CSEM, el cual es maligno con un alto potencial

metastatico (Hohsteter, et al. 2014).

Muchos marcadores inmunohistoquimicos son utilizados para diferenciar tumores
testiculares humanos e incluso, algunos de ellos han sido estudiados en tumores testiculares
caninos. C-kit es usado en humanos para diferenciar los seminomas clasicos, CSEM (c-kit
positivos) de los seminomas espermatociticos, SSEM (c-kit negativos). (Hohsteter, et al.

2014).
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Sin embargo, han surgido varias dudas en recientes estudios sobre la clasificacién de
los seminomas en perros. Algunos estudios han demostrado que los SEM en perros pueden
clasificarse en dos tipos, como ocurre en humanos, seminomas clasicos (CSEM) y seminomas
espermatociticos (SSEM). Por el contrario, Bush et al. y Thorvaldsen, encontraron que los SEM
caninos son predominantemente espermatociticos, sugiriendo que no hay casos de CSEM

caninos (Hohsteter, et al. 2014).

- Estudios en perros:

En perros, algunos estudios han demostrado que un cierto porcentaje de seminomas
expresan c-kit, los cuales estan en desacuerdo con otros estudios que describen la ausencia o

una rara expresion de c-kit en seminomas caninos (Hohsteter, et al. 2014).

No estd claro si las neoplasias de células germinales intratubulares de origen
indiferenciado (IGCNU) o carcinoma in situ se encuentran en los testiculos caninos. Estos
tumores son muy comunes como precursores de lesiones en los CSEM en hombres, y
recientemente algunos autores han sugerido que estos tumores idénticos puedan ser
observados en los testiculos caninos. En humanos, IGCNU es similar a CSEM, y de acuerdo con
algunos informes los CSEM caninos son derivados de gonocitos y espermatogonias. Estas
células expresan el marcador celular germinal c-KIT y el PLAP. Los SSEM, los cuales derivan de
diferentes células, llamadas espermatocitos, no expresan c-KIT ni PLAP, o solo puntualmente

(Hohsteter, et al. 2014).

Los gonadoblastomas son tumores testiculares mixtos muy raros, que en humanos se
asocian con testiculos sin descender o con gobnadas disgenéticas. El analisis
inmunohistoquimico en un perro de 10 afios con disgenesia gonadal mixta y gonadoblastomas
bilaterales, revelé una poblacidon de células germinales atipica y mitética activa que co-

expresaba PLAP y KIT (Reis-Filho, et al. 2004).

Los tumores mixtos del cordon sexual de las células germinales (MGSCTs) de los
testiculos son raros en perros. Owston describe un caso de un perro criptorquido cuyo
testiculo sin descender presenta un MGSCT asociado con un tumor de células de Leydig. Los
resultados de la inmunohistoquimica detectaron una fuerte expresion de c-kit en la
membrana citoplasmatica y una tincion mas difusa en el citoplasma (Owston y Ramos-Vara,

2007).
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Un estudio en el que examinaron 35 tumores testiculares caninos, de los cuales 20
eran seminomas y 15 tumores de células de Sertoli. C-kit se expresé marcadamente en los
seminomas. Los resultados de este estudio han demostrado diferencias y similitudes entre la
expresion de marcadores tumorales testiculares entre perros y humanos. C-kit se expresé en
seminomas y tumores de las células de Sertoli, SCTs. Las células de Sertoli normales

presentan focos de tincion (Chi-Ho, et al. 2009).
-Seminomas: 100% c-kit +.
-SCT: 66.6% c-kit + (10).

-Testiculos normales: células de Leydig y espermatogonias c-kit - / células de Sertoli <

10% de c-kit +.

Estudio de 2010, llevado a cabo por Grieco, en el que se analizaron 5 testiculos
normales (perros de entre 1 y 10 afios), 10 tumores de células intersticiales, 10 tumores de
células de Sertoli y 10 seminomas (perros entre 8 y 13 afios). Los seminomas fueron
subclasificados en base a la expresiéon de PLAP (Placental Alkaline Phosphatase) como 5
seminomas cldsicos (PLAP +) y 5 seminomas espermatociticos (PLAP -). En los testiculos
normales se observé KIT en las células de Leydig y en las espermatogonias. Todos los
tumores intersticiales expresaron KIT mientras que los tumores de células de Sertoli fueron
negativos. Los seminomas fueron reclasificados como 3 seminomas espermatociticos, SSEM

(KIT -) y 7 seminomas clasicos, CSEM (KIT +) (Grieco, et al. 2010).

Segun Grieco, la positividad de KIT en el estudio sugiere que en perros, al igual que
ocurre en humanos, las células neoplasicas de los seminomas cldsicos no paran de
diferenciarse al estado de pre-espermatogonia. Pero en la diferenciacion al estado de
espermatogonia la expresion de PLAP se pierde pero la de KIT se mantiene. En ambas
especies KIT es el marcador mas util para diferenciar entre seminoma clasico y

espermatocitico (Grieco, et al. 2010).

Otro estudio realizado en 2012, en 45 seminomas (perros entre 6 y 15 afos), 2
seminomas fueron reclasificados como seminomas clasicos, CSEM (KIT+/PLAP+) y los 45
restantes fueron morfoldgicamente compatibles con seminomas espermatociticos, SSEM. De
los 44, 32 mostraron tincion positiva a c-kit, y 12 no tenian sefal. La positividad varia en
cuanto a distribucidn e intensidad. En una escala semicuantitativa de intensidad de tincién, los

cortes varian de débil (11), moderada (5), fuerte (8) y muy fuerte (8). Este patrdn de tincion es
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variable, 19 tumores muestran tincidn tanto citoplasmatica como membranosa mientras que

13 sélo muestran tincion citoplasmatica (Thorvaldsen, et al. 2012).

Ninguno de los 45 seminomas examinados fue morfolégicamente compatible con los
SE humanos. Los tumores de células PAS+/PLAP+ también presentan una tincién fuerte a c-kit.

Sin embargo, el tejido tumoral tiene una morfologia tipica de SS (Thorvaldsen, et al. 2012).

En el estudio llevado a cabo por Hohsteter la expresion de c-KIT fue
predominantemente citoplasmatica y membranosa, con moderada intensidad. Los seminomas
y los componentes seminomatosos de tumores mixtos eran con mayor frecuencia c-KIT
positivos. El porcentaje de células positivas tenia un rango del 90% en SEM difuso al 5-20% en

SEM intratubular, IGCNU, y tumores mixtos (Hohsteter, et al. 2014).

- Estudios en équidos:

Los seminomas en caballos tienen un mayor potencial de metastatizacién que en

otras especies animales, aunque hay pocas publicaciones al respecto (De Lange, et al. 2015).

Un estudio realizado en un caballo de 16 afos y otro de 12 con sintomatologia clinica,
presentaban un testiculo sin descender. Los testiculos abdominales presentaban alteraciones
nodulares. En el estudio inmunohistoquimico con c-kit, el resultado fue una expresion variable
de KIT. Finalmente ambas neoplasias fueron diagnosticadas como seminomas (De Lange, et al.

2015).

Un estudio realizado en 19 équidos comprendidos en diferentes etapas reproductivas;
3 en estado pre-puber (<1 afio), 6 en pubertad (1-1.5 afios), 6 post-pubertad (2-3 afios) y 6
adultos (4-8 aifios). En |la etapa pre-puber y pubertad, la mayoria de las células germinales
fueron expresaron KIT. En las etapas post-pubertad y adulta, la expresion de KIT es mas
evidente en la membrana basal de las células germinales de los tubulos seminiferos con
excepcién de algunas espermatogonias. Kit no se expresa en células de Leydig ni de Sertoli en

ninguna de las etapas reproductivas (Heejun, et al. 2015).

— Estudios en hurones:

Un estudio llevado a cabo en un hurén macho de 5 afios con una proliferacion
testicular c-kit positiva de las células germinales. Basandose en la histologia y la

inmunohistoquimica el tumor fue diagnosticado como tumor mixto de las células germinales
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sexuales del corddn estromal (MGSCT) con un tumor de células intersticiales al mismo tiempo.

(Saki, et al. 2015)

Los hallazgos histoldgicos e inmunohistoquimicos indicaron que la masa testicular de
este caso corresponde con una mezcla de células tumorales originadas en células germinales y
en células del corddn sexual concurrentes con un tumor de células estromales. Las neoplasias
caracterizadas por células germinales mixtas y células estromales del cordén sexual han sido

divididas en MGSCTs y gonadoblastomas (Saki, et al. 2015)

- Estudios en chinchillas:

Vigueras-Villasefior y su equipo realizaron un estudio sobre el desarrollo de la

neoplasia de células germinales in situ en Chinchillas mediante la administracién de estradiol.

En el estudio habia dos grupo; el grupo control y el grupo 17 B-estradiol. La
determinacion de c-kit como biomarcador fue realizado para el diagndstico de la neoplasia. El
descenso testicular y la completa espermatogénesis fueron observadas en el grupo control,
donde c-kit fue negativo. Sin embargo en el grupo tratado con estradiol, los testiculos
permanecieron sin descender, con los gonocitos indiferenciados, habia lesiones histoldgicas
debido a la neoplasia de células germinales in situ y positividad a c-kit (Vigueras-Villasefor, et

al. 2016).

Mediante este modelo sugirieron que la persistencia de gonocitos podria ser el

responsable del desarrollo de esta neoplasia (Vigueras-Villasefior, et al. 2016).

2.4. TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA:

La inmunohistoquimica (IHC) es una técnica utilizada para determinar la presencia y el
nivel especifico de proteinas celulares. IHC mide la expresion proteica utilizando
especialmente anticuerpos etiquetados o marcados que se unen a las proteinas de interés.
El anticuerpo se mezcla con componentes celulares de un tumor. Después de un determinado
tiempo, la mezcla se enjuaga y sélo quedan los anticuerpos que se unieron. La presencia de
anticuerpos puede ser detectada utilizando un microscopio porque las dreas que se unieron al
anticuerpo se veran diferentes. Las muestras con mas proteinas se unirdn mas al anticuerpo
por lo que el cambio de color aumentara. Esto permitira que la prueba no sélo revele si esta
presente la proteina sino una cantidad relativa de la proteina. Los resultados de la prueba se
basan en la capacidad de las células tefiidas o el porcentaje de células tefiidas (Winship Cancer

Institute).
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Actualmente existen en el mercado varios anticuerpos para la determinacion
inmunohistoquimica de c-kit. Estos anticuerpos pueden ser tanto poli como monoclonales,
que son capaces de detectar el epitopo CD117 localizado en el dominio externo de la
oncoproteina KIT. Tres de estos anticuerpos son policlonales: pAb A4502 (DakoCytomation),
pAb sc168 (Santa Cruz) y pAb 790- 2936 (Novocastra) y uno es monoclonal: mAb RB1518
(Neomarkers) (Fresno, 2004).

Sin embargo, tras varias pruebas, el anticuerpo utilizado con mejores resultados ha
sido pAb4502 (DakoCytomation) en combinacién con una recuperacion antigénica mediante
calor. La dilucion utilizada mds frecuentemente fue entre 1:200.-1:500. En esta evaluacidn las

causas mas frecuentes de tincion insuficiente fueron (Fresno, 2004):

1. Eleccidn inapropiada del anticuerpo primario.

2. Concentracion excesivamente baja del anticuerpo primario (especialmente en

aquellos casos en que se utilizé un protocolo con escasa sensibilidad).

3. Excesiva concentracidon del anticuerpo primario.

4. Escasa recuperacion antigénica.

La validez de nuestra técnica inmunohistoquimica ha de estar refrendada por el
empleo de controles adecuados positivos y negativos. En este sentido, la positividad
constante para las células estromales cebadas sirve como un control interno perfecto

(Fresno, 2004).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS:

Los estudios sobre la expresion de c-kit en diferentes tumores se han realizado
principalmente en humanos y en perros. Sin embargo, hay pocos estudios en otras especies
animales, como el cerdo, y en concreto en tumores testiculares. Es por esto que el estudio se

ha centrado en los tumores testiculares porcinos.

Para ello, otro de los objetivos ha sido la realizacidn de una revision bibliografica para
conocer los diferentes tumores en los que ha sido estudiado c-kit, asi como en qué especies ha
sido detectado, para de esta forma comparar las diferencias entre las distintas especies con los

resultados obtenido en el estudio de los tumores porcinos.

Ademas, otro de los objetivos ha sido, la puesta a punto de la técnica

inmunohistoquimica para c-kit.
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4. MATERIAL Y METODOS:

El estudio ha sido realizado en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Zaragoza, en el Servicio de Anatomia Patoldgica. Se han estudiado 6 tumores testiculares
porcinos, que inicialmente habian sido clasificados como 5 seminomas y 1 tumor de células de

Leydig.

Para la realizacién de este trabajo han sido necesarios, por un lado el buscador
Pubmed, para la realizacion de la revision bibliografica y por otro, la técnica de

inmunohistoquimica para la realizacion del estudio de c-kit.

En este estudio se ha utilizado un anticuerpo policlonal de c-kit y las muestras son

cortes histolégicos de tumores fijados en parafina. El protocolo utilizado ha sido el siguiente:
19, Desparafinar las muestras:

- 5minen Xilol.
- 5minen Xilol.
- 5min en Etanol al 99%.
- 3 min en Etanol al 96%.
- 3 min en Etanol al 76%.

— Limpiar en agua destilada durante 5 min.
22, Desenmascaramiento de Ag:

Se debe encender la mdaquina Peteling, ya que tiene que precalentarse (852). Esta
maquina sirve para desenmascarar/liberar los antigenos. En caso de trabajar con muestras

frescas no seria necesaria la utilizacion de esta maquina.

La maquina Peteling trabaja con diferentes pH, tiene dos cubetas; una con liquido azul
para pH alto y otra con liquido rosa para pH bajo. En este caso c-kit necesita pH alto, por lo que

las muestras se han introducido en la cubeta azul.

Una vez que se alcanzan los 852 de temperatura, se introducen las muestras y la

maquina mantendrd las muestras a 962 durante 20 min.
39, Enfriar las muestras, 5 min en una solucién de lavado.

42, Preparacion del tefidor automatico:
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Hay que seleccionar el programa en el ordenador y este marca los volumenes que

se necesitan y la posicidn en la placa de cada producto, estos son:
- Agua oxigenada.

- Dab+ (LiquidDAB+subtrate Chromogen System®) Es un reactivo que se une
a la peroxidasa del Ac secundario y produce un cambio de color

(marronaceo). Este reactivo hay que diluirlo; 1ml de buffer/1 gota de dab+.

- Hematoxilina. Estd se afiade para un mejor contraste con el Dab+ y asi

poder ver mejor la morfologia de las células.

- Ac c-kit primario. En este caso es un Ac que necesita ser diluido, la dilucién

utilizada es 1/400 y el diluyente utilizado es DakoReal Antibody Diluent®

- Ac secundario (Darko Envision+System-HRP Labelled Polymer Anti-
Rabbit®). El Ac secundario tiene dos funciones, por un lado detectar el Ac
primario y por otro eliminar la peroxidasa enddgena, ya que el propio Ac

secundario estd marcado con peroxidasa que sera el ligando para el Dab+

592, Colocar las muestras en el tefiidor, y mientras la maquina se limpia es muy
importante mantener mojadas las muestras, para ello se echa solucién de lavado.
62. Iniciar el protocolo de tincién:

- 5 min en Peroxidasa.

- 30 min con el Ac primario.

- 30 min con el Ac secundario.
- 5 mincon el Dab+

— 5 min con la hematoxilina.

Entre paso y paso la maquina lava las muestras.

79. Sacar las muestras y las meterlas en agua destilada.

82. Deshidratar las muestras:

— 10 inmersiones en Etanol al 70%.
— 10 inmersiones en Etanol al 96%.

— 10 inmersiones en Etanol al 99%.
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— 10 inmersiones en Xilol.

- 5 minen Xilol.

92, Montar las muestras, en un cubre se echan 2 gotas de pegamento, se escurre el

xilol del porta con la muestra y se acerca al cubre y se posa lentamente para que

el pegamento al mezclarse con los restos de xilol se vaya extendiendo, hasta cubrir

todo el cubre. Quitar las burbujas que hayan quedado y dejar secar durante unos

10 min.

102.  Observar al microscopio

5. RESULTADOS Y DISCUSION:

De los 6 tumores testiculares de cerdo estudiados, 5 habian sido histolégicamente

clasificados como seminomas (3 de tipo intratubular y 2 difusos) y 1 como un tumor de células

de Leydig. Tras el estudio inmunohistoquimico se concluye que se trata de 5 seminomas de

tipo espermatocitico, ya que no presentan positividad a c-kit. Por otro lado, el tumor de

células de Leydig también ha resultado ser c-kit negativo, por lo que se puede decir, que a

diferencia de lo que ocurre en humanos y en perros, las células de Leydig no muestran

tincidn para c-kit (Tabla 1). Sin embargo, las espermatogonias si que aparecen tefiidas, al igual

gue ocurre en otras especies (Tabla 2).

Tabla 1. Expresién de KIT en los principales tumores testiculares.
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Sin embargo, estos resultados no son vinculantes, ya que no suponen una muestra
significativa que nos permita hacer una afirmacion aplicable al resto de tumores testiculares

porcinos.

A modo de resumen, podemos ver las diferencias entre especies en la expresion de KIT

en los tres principales tipos celulares del tejido testicular (Tabla 1):

HUMANOS | CANINOS | EQUIDOS | CERDOS
CEL. LEYDIG KIT + KIT + KIT - KIT -
CEL. SERTOLI KIT + KIT + KIT - KIT -
ESPERMATOGONIAS KIT + KIT + KIT + KIT +

Tabla 2. Expresién de KIT en las principales células del tejido testicular.
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6. CONCLUSIONES:

En base a los resultados obtenidos en este trabajo se han podido establecer las

siguientes conclusiones:

1. Los seminomas de cerdos, estudiados en este trabajo, han sido negativos a la
inmunotinciéon con c-kit, lo que sugiere que son de tipo espermatocitico. No
obstante, el escaso nimero de tumores estudiado impide sacar conclusiones mas

definitivas.

2. En este trabajo solo se pudo estudiar un tumor de células de Leydig, siendo también
negativo. De forma similar a lo comentado en la conclusién anterior, el estudio de un

solo caso no permite obtener datos mas significativos.

3. Este estudio ha mostrado que en cerdos, a diferencia de lo que ocurren en el perroy
en las especie humana, pero a semejanza del caballo las células de Leydig no

expresan c-kit.

4. La expresion de c-kit en el reproductivo de porcino se restringe a las

espermatogonias y a mastocitos.
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CONCLUSIONS:

Based on the results of this study the following conclusions have been established:

1. The swine seminomas studied in this project have been negative to c-kit
immunostaining, which suggests that they are spermatocytic. However, the small

number of tumors studied prevents more definitive conclusions.

2. In this work, only one tumor of Leydig cells could be studied, being also negative.
Similar to what was mentioned in the previous conclusion, the study of a single case

does not allow obtaining more significant data.

3. This study has shown that in pigs, unlike what occurs in the dog and in the human

species, but like the horse Leydig cells do not express c-kit.

4. The expression of c-kit in the pig reproductive is restricted to spermatogonia and mast

cells.
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7. VALORACION PERSONAL Y AGRADECIMIENTOS:

Este trabajo me ha servido para aprender a buscar articulos de tipo cientifico y a
seleccionar la informacién relevante para mi estudio. Asi mismo, he podido aprender a

referenciar y escribir correctamente la bibliografia.

El estudio de la expresidon de c-kit ha sido un descubrimiento para mi, ya que
durante la carrera no habia podido estudiar este aspecto de la inmunologia. En este trabajo
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