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Los tumores testiculares malignos son clasificados, de acuerdo a su origen, en tumores 

de células germinales y tumores de células no germinales que incluyen a los tumores de 

cordones sexuales y tumores del estroma gonadal. El 90-95% de las neoplasias testiculares 

derivan de gonocitos o células germinales primordiales (PGC) y, por ello, se denominan en 

conjunto como “Tumores de Células Germinales Testiculares (TCGTs.). Estos tumores se 

suelen diagnostican generalmente en etapas tempranas ya que derivan de una neoplasia 

intratubular indiferenciada, denominada más comúnmente como carcinoma in situ testicular 

(CIS). Los tumores de células germinales se subdividen en seminomas y no-seminomatosos. 

Los seminomas son los tumores mas frecuentes y reflejan su propia diferenciación gonadal. 

Dentro de los TCGTs. no-seminomatosos se encuentran: el carcinoma embrionario, el tumor 

del seno endodérmico y el teratoma. El carcinoma embrionario corresponde a la 

transformación de las células germinales en una célula neoplásica casi totipotencial; a partir 

de él se originan otros tipos de tumores menos diferenciados, como son los tumores del seno 

endodérmico (“yolk sac tumors”) y el coriocarcinoma. El teratoma se considera como una 

desdiferenciación hacia las capas embrionarias germinales, 1o que explica que contenga una 

diversa variedad de tejidos embrionarios. En niños y adolescentes, los tumores testiculares 

más frecuentes son los teratomas y los tumores del seno endodérmico, mientras que en 

adultos jóvenes es el seminoma, existiendo otros grupos de neop1asias extremadamente 

raras.151 En muchos casos se pueden encontrar TCGTs. mixtos con dos o más 

combinaciones de tipos histológicos. Los tumores no germina1es que se han identificado en 

el testículo son los tumores de células de Leydig, los tumores de células de Serto1i y los 

tumores de la granulosa desarrollados en el testículo, así como sus combinaciones.146,151 

La incidencia del cáncer testicular está aumentando significativamente en los últimos 

años, con un incidencia mayor que otros tumores urológicos; y aunque no existe una única 

explicación para este incremento, se ha abogado como hipótesis muy plausible el efecto 

deletéreo que el aumento de los estrógenos produce sobre el testículo humano, no solo como 

causa de subfertilidad, sino también como factor de riesgo de tumores. En efecto, en las 

últimas décadas se ha establecido que los estrógenos endógenos y también los estrógenos 

ambientales son responsables de alteraciones en la proliferación de las células germinales y 

pueden estar involucrados en el desarrollo del cáncer testicular.167 La demostración de la 

dependencia estrogénica del seminoma testicular humano, el tumor más frecuente en 

varones jóvenes, puede tener una importante repercusión terapéutica; en este sentido es 
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necesario valorar en el futuro en los pacientes con TCGTs. la participación del receptor de 

estrógenos beta (ER-beta) como favorecedor de la apoptosis y / o su posible acción 

inhibitoria de la proliferación celular.167 

En hombres infértiles con análisis anormal del seminograma, la incidencia de cáncer 

testicular es 20 veces superior por ello en estos casos de infertilidad deben de explorarse 

siempre la posibilidad del desarrollo de un cáncer testicular.152  La reducción de la fertilidad 

previa al desarrollo de TCGTs. es un hallazgo frecuente en estos pacientes, lo cual es un 

dato que hace verosímil la hipótesis de la disgenesia testicular, en la cual existe un evidente 

riesgo genético de desarrollar un cáncer testicular. En este sentido, se ha encontrado que el 

más del 8% de los pacientes con subfertilidad tienen delecciones constitucionales del par del 

brazo largo del cromosoma Y (Yq11), referido en la región AZF; sin embargo, 

poblacionalmente el porcentaje anterior es bajo, por lo que, por sí solo, las microdelecciones 

en la región AZF del brazo largo del cromosoma Y no contribuyen mayoritariamente al 

desarrollo de TCGTs.122 En pacientes con intersexualidad frecuentemente se producen 

alteraciones de la maduración de las células germinales que pueden transformarse y 

progresar hacia un CIS.45 Por ello, en estos casos de infertilidad es necesario utilizar 

técnicas exploratoria más precisas en el diagnostico de un TCGT; entre éstas ha demostrado 

un alta sensibilidad diagnostica la sonografía, la cual permite establecer una evidente 

correlación entre la naturaleza maligna de los tumores testiculares y las masas no palpables, 

esta correlación es sobretodo más significativa entre las dimensiones de la lesión y su 

naturaleza maligna.29 

El tamaño del tumor testicular en el momento de su diagnostico durante la exploración 

clínica es en los últimos años menor (actualmente las cifras medias más admitidas 

corresponden a tumores de 2.5 cm de diámetro); es más, el 23% de los casos debutan con 

tumores menores de 2 cm por lo que en ellos es posible realizar una cirugía conservadora 

del testículo que consiste en una tumorectomía y una conservación del resto de la pulpa 

testicular. Esta aproximación terapéutica es de singular importancia sobretodo en los 

pacientes jóvenes en los que se consigue, no solo un excelente pronóstico, sino también una 

mejor calidad de vida, con mejora de los aspectos psicológicos, de morbilidad y de fertilidad 

natural.16,126 
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Aunque el riesgo de desarrollo de un tumor sincrónico o metacrónico en el testículo 

contralateral en un paciente con TCGT es muy variable, y la numerosa experiencia clínica 

acumulada recomienda la realización sistemática de la biopsia en el testículo contralateral 

en pacientes diagnosticados de cáncer testicular unilateral.72  En concreto, aproximadamente 

el 2.5-5% de los pacientes con TCGTs. pueden desarrollar una enfermedad tumoral 

testicular bilateral, siendo necesario la castración, lo que determinará, no solo la infertilidad 

permanente, sino también alteraciones hormonales y psicológicas de alta morbilidad para el 

paciente. En estos casos con cáncer testicular bilateral, recientemente se ha detectado 

mutaciones del codón 816 del gen c-KIT, por lo que el descubrimiento de esta mutaciones 

en un tumor testicular unilateral exigen valorar la existencia de un TCGT en el testículo 

contralateral.120  Pero además, los pacientes con seminoma deben ser seguidos clínicamente 

durante bastantes años ya que existe el riesgo de que aparezca otro segundo tumor primario 

en el testículo o en otra localización.144 

En definitiva, el cáncer testicular es la primera enfermedad oncológica del hombre 

joven y su mayor incidencia ocurre durante al tercera-cuarta década de la vida. La 

incidencia de los TCGTs. es de aproximadamente el 2% de todos los tumores del varón, 

pero esta incidencia está aumentando lentamente, auque sin aún explicación plausible, en 

los varones jóvenes de raza caucásica;2,135  por ello los TCGTs. son en la actualidad motivo 

de numerosas investigaciones frontera en relación con su histogénesis y factores pronósticos 

y con el descubrimiento de moléculas diana con significado terapéutico.  

El tratamiento quirúrgico, radioterápico y /o quimioterápico de los TCGTs. depende 

del estadio clínico del tumor y, en menor medida, del tipo histológico presente en cada 

TCGT. En los seminomas en estadio clínico I, el tratamiento de elección es la orquiectomía. 

En los TCGTs. no-seminomatosos estadio B1, algunas publicaciones han constatado que la 

extirpación de los ganglios linfáticos es curativa, y, además, las tasas de curación no 

dependen del tamaño ni del número de ganglios extirpados; por lo que estos estudios 

proponen limitar el uso de tratamientos quimioterápicos coadyuvantes cuando se realiza una 

cirugía oncológica curativa.13,14 Pero en los TCGTs. no-seminomatosos, además del 

seguimiento clínico y de diagnóstico por imagen, es necesario realizar pruebas serológicas 

periódica de marcadores tumorales. El incremento sérico de alfa-fetoproteina es muy 

frecuente en TCGTs. no-seminomatosos, y la detección de más de 100 U/l indica un peor 
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pronóstico, lo cual implica realizar seguimientos de los pacientes por lo menos durante 10 

años.54 

La existencia de infiltración linfovascular dentro del tumor debe ser mencionado por 

el patólogo, ya que este dato es de singular importancia en el pronóstico del tumor. En un 

estudio de TCGTs. estadio I-IIA con predominio de carcinoma embrionario se ha valorado 

la evolución dependiendo de la infiltración linfovascular, no obstante se han obtenido 

buenos resultados con quimioterapia, dado que frecuentemente las metástasis en ganglios 

retroperitoneales eran primariamente o se habían diferenciado a teratomas (16%).190  Con 

todo, las metástasis en los ganglios linfáticos regionales sí tienen significado predictivo de 

la evolución postoperatoria de los TCGTs.no-seminoamtosos en el estadio patológico B1, 

habiéndose encontrado que no hay diferencias significtivas en la incidencia de recidivas 

cuando en las metástasis ganglionares retroperitoneales se comparan los carcinomas 

embrionarios (69%), con los TCGTs. combinados que contienen áreas de carcinoma 

embrionario (63%) y con los TCGTs. combinados que carecen de la diferenciación de 

carcinoma embrionario (73%). Todos estos datos sugieren que la valoración del patrón 

histológico en los ganglios retroperitoneales no tiene un valor pronóstico predicativo en 

pacientes con TCGTs. no-seminomatosos en estadio B1.13  Además, en pacientes con 

niveles séricos normales de marcadores tumorales y TCGTs. estadio clínico I a IIA se ha 

encontrado una baja probabilidad de progresión sistémica y una alta incidencia de teratoma 

retroperitoneal del 22%, lo que aboga por una actitud terapéutica poco agresiva, la cual sólo 

debería incluir una intervención quirúrgica primaria testicular junto con linfadenectomía 

retroperitoneal.191 

El diseño de protocolos terapéuticos modernos en los TCGTs. no-seminomatosos ha 

permitido en la última década una alta supervivencia y calidad de vida de los pacientes, 

sobretodo cuando se combinan adecuadamente la evaluación de marcadores séricos 

tumorales, las modernas técnicas de imagen, la aplicación de pautas adecuadas de 

quimioterapia con cisplatino y la aplicación de técnicas de cirugía oncológica realizadas 

meticulosamente.101 La fertilidad de los pacientes con cáncer testicular disminuye hasta en 

un 30% después del tratamiento, siendo la radioterapia la causa del mayor efecto deletéreo 

sobre la fertilidad.97 Por ello, en pacientes jóvenes con TCGTs. unilaterales y con estadio 

clínico bajo se recomienda realizar antes el tratamiento quimioterápico que el radioterápico 



Introducción    6 

de la región pélvica y bolsas escrotales, de este modo se preserva mejor las funciones 

endocrinas testiculares y ofertar la posibilidad de una futura paternidad natural.98 

Es bien conocido que el tratamiento con quimioterapia consigue en la actualidad unos 

excelentes resultados en el evolución de los pacientes con TCGTs.; no obstante, los casos de 

peor pronóstico frecuentemente se asocian a una resistencia a la quimioterapia. Por ello, 

recientemente se ha publicado que el tratamiento con poliquimioterapia que incluye 

paclitaxel, ifosfamida y cisplatino, seguido de cirugía, puede ser efectivo en aquellos 

pacientes con TCGTs. que no sean candidatos para recibir como primer tratamiento una 

cirugía oncológica.169  Además, el tratamiento radioterápico en los pacientes con seminoma 

en estadio I aumenta significativamente el riesgo de enfermedades cardiovasculares, por ello 

recientemente se está investigando su sustitución por tratamiento quimioterápico 

coadyuvante, en concreto, una única inyección de carboplatino consigue unos resultados 

terapéuticos que no son inferiores a la radioterapia convencional en los seminomas 

testiculares estadio I.142 

En definitiva, los nuevos protocolos de quimioterapia y sobretodo el uso correcto de 

cisplatino permite curaciones de TCGTs. incluso en estadios avanzados de enfermedad. 

Recientemente se ha confirmado que esta hipersensibilidad de los TCGTs. a la 

quimioterapia se relaciona con la robusta actividad transcripcional del p53, aunque otros 

muchos productos génicos también podrían facilitar positivamente la acción curativa de 

estos fármacos.106 Esta alta sensibilidad al tratamiento quimioterápico con cisplatino 

determina que los TCGTs. constituyan un excelente modelo de evaluación de mecanismos 

de quimioresistencia, sin embargo, no se conocen bien las bases genéticas de esta 

quimioresistencia que ocurre en una pequeña proporción de pacientes con TCGTs., 

habiéndose descrito in vitro una sobreexpresión cromosómica que se solapa con la región 

cromosómica 16q22-23. Estos datos de resistencia a fármacos pueden abrir nuevas dianas 

terapéuticas en los TCGTs.218 

MARCADORES INMUNOHISTOQUÍMICOS EN LOS TCGTs. 

Existe un número relativamente escaso de marcadores clínicos e histopatológicos de 

valor acreditado para establecer el diagnóstico y el pronóstico de los tumores de células 

germinales del testículo (TCGTs) (para una revisión ver: Misckish, 2000130). Muy 

recientemente, se ha descrito un nuevo marcador inmunohistoquímico denominado 0CT3/4, 
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con el que se obtienen excelentes resultados en la identificación de TCGTs. y su positividad 

permite identificar fehacientemente las células malignas de CIS, seminomas y carcinomas 

embrionarios.49 De hecho, el OCT4 es un marcador específico y altamente sensitivo de las 

células del CIS, incluso mejor que la fosfatasa alcalina antifosfatasa alcalina placentaria, la 

cual en algunos casos muestra variabilidad del grado de intensidad de la tinción y en otros 

se expresa con una alta tinción de fondo, lo que dificulta su evolución.104 El OCT4 es 

también un marcador inmunohistoquímico altamente sensible para identificar germinomas 

intracraneales primarios.86 En las metástasis de los TCGTs. el empleo del marcador OCT4 

también es muy útil para detectar estos tumores, lo cual es de singular importancia en la 

aplicación de un tratamiento correcto y en el establecimiento de criterios pronósticos en 

estos pacientes.37 

La molécula OCT4 es un factor de transcripción que se expresa en células madre y 

células germinales embrionarias normales y participa en la regulación y mantenimiento de 

la pluripotencialidad. Por ello, OCT4 se detecta en los TCGTs., dado su potencial 

pluripotente de diferenciación en seminomas y carcinomas embrionarios, obteniéndose en 

estos últimos carcinomas un mejor marcaje cuando se compara con el encontrado con el 

anticuerpo anti-CD30.103  Sin embargo, el OCT4 no es el único marcador de CIS, ya que 

recientemente se ha publicado que la proteína AP-2gamma es también un nuevo y excelente 

marcador de las células del CIS y de los TCGTs.91 Pero es más, los seminomas testiculares 

(y también en los carcinomas de mama) presentan un patrón común de expresión de DAZL, 

además, los seminomas expresan VASA, un marcador especifico de las células germinales 

de las que derivan los seminomas y que está ausente de las células del carcinoma de 

mama.67 En definitiva, en el desarrollo de las células del CIS es relevante la aparición de 

una anormal expresión de OCT3/4 y de la denominada proteína Y del testículo; esta 

expresión alterada de OCT3/4 permite distinguir el CIS de las alteraciones congénitas de la 

maduración testicular.45 

Los hallazgos histopatológicos de valor pronóstico más aceptados en los TCGTs. son 

el volumen tumoral, la invasión venosa y linfática, la presencia de carcinoma embrionario y 

la ausencia de estructuras de tumor del seno endodérmico y coriocarcinoma;73,153 sin 

embargo, estos parámetros pronósticos siguen siendo aún controvertidos;4 y por ello,  es 

necesario realizar nuevos estudios patológicos y moleculares en los TCGTs. 
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Se sabe que la actividad proliferativa de los tumores malignos se relaciona con su 

agresividad y progresión, esto es con su  capacidad de infiltración local y metástasis a 

distancia. Por ello, se ha cuantificado microdensitométricamente la cantidad de DNA en los 

TCGTs.43 y se ha evaluado el ciclo celular de estas células neoplásicas, utilizado métodos 

inmunohistoquímicos para la detección de antígenos relacionados con la actividad 

proliferativa, entre los que se encuentran el PCNA (PC-10) y Ki67 (MIB-1).4,59 Con todo, la 

correlación del ciclo celular con el potencial metastásico y el pronóstico de los diferentes 

tipos histológicos de TCGTs. es todavía motivo de discusión. 

Es bien conocido que los TCGTs. y sobretodo los seminomas desencadenan una 

importante respuesta de células inmunocompetentes que invaden el tumor. Por ello, la 

evolución inmunohistoquímica de marcadores de distintas poblaciones de estas células 

inmunocompetentes pudiera tener un cierto significado pronóstico. Ya en el año 1988, Düe 

et al59 en Berlín, realizaron un estudio en 20 casos de seminomas, correlacionando el índice 

proliferativo de Ki-67 con la cantidad de células inmunocompetentes detectadas por 

anticuerpos monoclonales, cuantificando para ello el número de linfocitos en 5 campos 

microscópicos de cada tumor. Los autores concluyeron que el grado de proliferación del 

tumor no se correlacionó con la presencia de células inmunocompetentes en el tejido. En el 

laboratorio donde se ha realizado la presente Tesis, previamente también se realizó un 

estudio de cuantificación de células inmunocompetentes en TCGTs., con el fin de averiguar 

si los infiltrados linfoides participaban en la modulación en el crecimiento del tumor. Para 

ello, Torres et al196 en 1997 realizaron un estudio en 43 especimenes de tumores 

testicu1ares, en los cuales se evaluaron, por técnicas de inmunohistoquímica, la presencia de 

1infocitos T, CD3 y CD4, macrófagos y 1infocitos B así como células p1asmáticas kappa y 

1ambda, utilizando anticuerpos monoclona1es específicos. En este estudio se encontró un 

significativo mayor número de linfocitos en los seminomas que en los TCGTs. no- 

seminomatosos. Esta evidente migración de células inmunocompetentes en los TCGTs. cabe 

la posibilidad que esté relacionada con la liberación de citosina en el área de infiltración 

tumoral, lo cual pudiera activar la migración de las células NK ("Natural Killer") y 

favorecer, de este modo, la regresión tumoral. Con todo, estos estudios cuantitativos de los 

infiltrados de células linfoides en los diferentes tipos de TCGTs. no han demostrado aún un 

claro valor pronóstico.196 Por ello, es necesario establecer nuevos parámetros pronósticos y 

evaluar nuevos mecanismos de regulación tumoral -incluida la actividad angiogénica y la 
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expresión de moléculas con capacidad oncogénica- en los pacientes con TCGTs., con el fin 

de predecir mejor su evolución clínica. 

ANGIOGÉNESIS 

Las angiogénesis es un fenómeno biológico que se observa principalmente durante el 

desarrollo embrionario y fetal. Después del nacimiento la angiogénesis ocurre normalmente 

también en la fase proliferativa de tejidos en crecimiento cíclico, por ejemplo en la 

ovulación y en la menstruación. Se han descrito dos patrones de formación de vasos 

sanguíneos: la angiogénesis clásica o madura y la angiogénesis de tipo embrionario, y 

ambos tipos de angiogénesis pueden estar presentes durante los procesos de carcinogénesis 

y de progresión tumoral. 

La angiogénesis de tipo embrionario puede observarse ya durante el desarrollo 

embrionario temprano y persiste durante el desarrollo fetal y postnatal. El proceso 

angiogénico se produce a partir de proliferaciones del endotelio desde los vasos 

preexistentes, y ulterior formación de nuevos vasos sanguíneos de tipo capilar. De hecho, el 

patrón embrionario característico del proceso de implantación embrionaria y la formación 

de la placenta, pero también de los tejidos neoplásicos, se caracteriza por la formación "de 

novo", de vasos sanguíneos a partir del sincitiotrofoblasto en la placenta y de células 

mesenquimales inmaduras dentro del tumor. 

En la angiogénesis clásica o de tejido maduro, la formación de vasos se inicia en el 

tejido normal o durante el crecimiento de una neoplasia. En esta angiogénesis madura, la 

proliferación de células endoteliales va seguida de una pérdida de la continuidad de la 

membrana basal: las células endoteliales activan la degradación proteolítica de la membrana 

basal y de la matriz extracelular que la rodea; posteriormente se produce proliferación de 

células endoteliales y su migración hacia el estímulo angiogénico y, posteriormente, se 

consigue la reorganización de los túbulos vasculares y la remodelación de los tejidos 

adyacentes al foco angiogénico, lo cual es determinante en el crecimiento tumoral y en los 

mecanismos de infiltración tumoral.27,70,127,162,178 En definitiva, los procesos de angiogénesis 

conllevan la formación de cordones celulares sólidos con posterior formación de lumen, 

desarrollo de pericitos y de la membrana basa1, proceso que  culmina con la fusión de los 

nuevos vasos y el inicio de la circulación sanguínea a través de los vasos neoformados.133 
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ANGIOGÉNESIS Y CÁNCER 

Se sabe que una amplia variedad de neoplasias malignas son capaces de inducir 

angiogénesis. Se ha sugerido que la angiogénesis puede facilitar la expansión de la 

neoplasia primaria y aumentar su tasa de proliferación.71 De otra parte, los tumores en una 

etapa prevascular pueden permanecer por mucho tiempo como lesiones asintomáticas y 

restringidas por la limitación del oxígeno y la difusión de los nutrientes, en contraste con los 

tumores vascularizados en los que la expansión local y la metástasis están presentes.118 

El proceso de angiogénesis tumoral se inicia con la activación de células endoteliales, 

seguida por la degradación proteolítica de la membrana basal y la matriz extracelular que las 

rodea; después una proliferación celular del endotelio, con la migración de estas células por 

estímulos angiogénicos y la reorganización de túbulos vasculares neoformados con la 

subsiguiente remodelación, para producir anastomosis y tener un flujo sanguíneo.27 Esta 

neovascularización asociada al tumor puede también relacionarse con la secreción de 

sustancias angiogénicas por las células que infiltran el tumor (células cebadas, macrófagos y 

linfocitos), culminando este proceso con la migración de células endoteliales, las cuales 

finalmente formarán un nuevo vaso.27 En este sentido, en un modelo experimental de 

fibrosarcomas, estudios in vitro con células endoteliales a las cuales les agrega macrófagos 

enriquecidos encontraron, en relación con el tumor, una mayor proliferación de células 

endoteliales asociadas a macrófagos, y demostraron que los macrófagos presentan una 

actividad citolítica sobre células tumorales in vitro.148 

Los primeros estudios experimentales modernos de angiogénesis y cáncer fueron 

llevados a cabo en 1968 por el grupo de Folkman et al,69 quienes implantaron células 

tumorales en ratones y observaron que el aumento de la masa tumoral era precedido de un 

incremento en los capilares que convergen al tumor. Estos hallazgos permitieron sugerir que 

la angiogénesis podía facilitar la expansión de la neoplasia primaria e incrementar su rango 

de proliferación. Ya en 1980, Chodak et al39 señalaban una similitud de los procesos 

angiogénicos en modelos animales -en los que se producía diferentes tipos de tumores 

sólidos de varios órganos-, con la disposición de la microvasculatura en casos de carcinoma 

de vejiga y mama humanos. 

Está completamente establecido que, al menos en los diferentes tipos de epitelios, los 

tumores malignos se originan a partir de lesiones preneoplásicas y que existe un largo 
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intervalo de tiempo entre la aparición del carcinoma in situ y el desarrollo del carcinoma 

invasivo. Es muy probable que la actividad angiogénica asociada a neoplasias, presente ya 

desde los primeros estadios de transformación tumoral, incluido el carcinoma in situ, pueda 

jugar un papel importante en la progresión de la enfermedad neoplásica, es más, el grado de 

angiogénesis pudiera ser evaluado como un factor pudiera ser un factor pronóstico en los 

tumores malignos infiltrantes. Pero, de otra parte, es necesario considerar que la 

neovascularización, como es bien conocido, no es un proceso exclusivo de las neoplasias, 

antes bien, aparece ya desde el estado de hiperplasia previa al desarrollo de una enfermedad 

neoplasia, quedando claro que un número importante de factores angiogénicos están 

involucrados en este proceso. De otra parte, se ha encontrado inducción de agiogénesis en 

enfermedades no relacionadas con los tumores.69,71 

El papel de la angiogénesis como factor predictivo de metástasis en los tumores 

malignos humanos fue descrito desde 1986 por Srivastava et al.,189 quienes estudiaron 38 

pacientes con me1anomas primarios de piel, encontrando que la vascu1arización era menor 

en los tumores en fase de crecimiento más lento, si se comparaba con los melanomas de 

crecimiento más rápido. En este sentido se sabe que los melanoma cutáneos son tumores 

muy agresivos que frecuentemente metastatizan en los ganglios linfáticos, pero también se 

extienden por invasión vascular; por ello, los trabajos de Srivastava et al.189 en 1986 y 

Herlyn et al.88 en 1987 coincidieron al señalar que la neovascularización inducida por los 

melanoma cutáneo -lo que puede generar una gran velocidad de flujo detectada por 

Doppler- es un importante factor pronóstico. Algunos autores difieren de esta opinión y 

concluyen que la densidad vascular de los melanomas cutáneos en las lesiones de grosor 

inferior a 1.25 mm puede no estar asociada a otros factores pronósticos, incluyendo el 

propio espesor del tumor.30 Contrariamente, en los melanomas uveales, la angiogénesia, el 

grado de pigmentación y el índice mitósico sí tienen valor pronóstico.129 

En relación con la angiogénesis y el cáncer de mama, Bosari et al.20 en 1992, 

estudiaron 120 casos tratados con mastectomía radical: 88 con ganglios axilares negativos y 

32 con ganglios axilares positivos. Analizaron el tamaño del tumor, grado histológico, grado 

nuclear y el rango de mitosis; además, cuantificaron los microvasos de manera directa en 

200 campos a 40X y encontraron una relación estadísticamente significativa (p < 0.001) 

entre el número mayor de vasos sanguíneos, la invasión a nódulos linfáticos y la recidiva de 
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los tumores malignos de mama. De este modo se corroboró que el grado de angiogénesis en 

las neoplasias malignas de mama constituye un factor pronóstico importante.213 

En el cáncer de cérvix uterino, la visualización por colposcopia de los vasos atípicos 

en la proximidad con el carcinoma generalmente se considera un dato sugestivo de 

microinvasión. En esta situación la biopsia dirigida evidencia la presencia de 

neovascularización e invasión en el 50% de los casos; en el otro 50% se ha encontrado 

carcinoma in situ. Por ello, la observación de vasos atípicos tiene implicaciones clínicas al 

justificar el tratamiento temprano de las lesiones malignas del cérvix uterino.181 Se han 

investigado otros aspectos de angiogénesis en carcinoma de cérvix con resultados no 

completamente concluyentes; por ejemplo, no se ha encontrado una relación directa entre la 

neovascularización del carcinoma de cérvix y la hipoxia tisular.216 

En el carcinoma de próstata, por último, se ha considerado que la angiogénesis es un 

factor pronóstico de significación biológica predictiva de la recidiva y de su agresividad, 

encontrándose una correlación estadísticamente significativa entre la incidencia de 

metástasis y la densidad de los microvasos del tumor.212 

En definitiva, en relación con la angiogénesis, en algunas neoplasias, incluyendo las 

neoplasias de la próstata212 y del cérvix,181 el grado de angiogénesis puede ser un indicador 

pronóstico importante que determine un comportamiento agresivo del tumor. De otra parte, 

en el carcinoma de mama se ha encontrado una correlación significativa entre el incremento 

de la microvascularización tumoral y el desarrollo de metástasis, locales o a distancia.20 Sin 

embargo, en otros tipos tumorales como los melanomas cutáneos, la densidad vascular no 

está asociada con otro importante factor pronóstico, como es el grado de grosor del tumor en 

el dermis.30 En general, se acepta que las neoplasias que no inducen una significativa 

reorganización de la microvascularización son probablemente limitados en su potencial 

biológico agresivo, y en estos casos, las células cancerígenas rara vez invaden los vasos 

sanguíneos.27  

MARCADORES VASCULARES Y FACTORES DE CRECIMIENTO VASCULAR 

En los últimos años, se han caracterizado los antígenos CD que son propios de cada 

población de células endoteliales. Los antígenos CD se denominan también antígenos de 

diferenciación y son un conjunto de glucoproteínas que se expresan sobre la membrana de 
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las células sanguíneas y endoteliales. Su cantidad varía según el grado de maduración de las 

células o cuando se activan algunas de sus funciones. Hasta ahora se conocen 

aproximadamente 150 antígenos CD.192 

Las células endoteliales de los vasos sanguíneos humanos son morfológica y 

funcionalmente muy heterogéneas, habiéndose localizado numerosas moléculas que se 

expresan en su citoplasma con intensidad variable y de modo variable distinto cuando se 

trata de células endoteliales de los grandes vasos arteriales y venosos, que cuando se 

estudian los endotelios de la microvasculatura. Los marcadores inmunohistoquímicos de 

células endoteliales sanguíneas más habitualmente usados y con los que se obtiene un mejor 

rendimiento de inmunomarcaje son: el factor VIII de la coagulación, el antígeno CD31 y el 

CD34 (explorado en el presente estudio), la endoglina y la lectina Ulex Europaeus I.42 

El antígeno CD34 fue detectado inicialmente en las células del sistema 

linfohematopoyético, precursoras de la serie mieloide y presentes en la médula ósea; este 

antígeno se observa también en el endotelio vascular, en las células dendríticas de la dermis 

superior y en el endoneuro; por lo que ha sido utilizado como marcador de las células 

endoteliales y su empleo es muy útil para la medición de la microvasculatura en algunos 

tumores.78 El antígeno CD34 es una proteína transmembrana que se presenta en dos formas 

de proteína CD34, las cuales se expresan de forma alternativa: la región extracelular 

contiene una estructura rica en cisteína y está presente en ambas formas de CD34; la forma 

completa de CD34 tiene un dominio intracelular, el cual contiene locus para la fosforilación 

por la proteína C quinasa, fosforilación de serina y treonina por otras quinasas, y 

fosforilación de la tirosina. La forma truncada de CD34 no tiene la mayoría de los dominios 

intracelulares, incluyendo muchos de los sitios potenciales de fosforilación. La forma 

completa de CD34 contiene 385 aminoácidos y un peso de 116 kDa, mientras que la forma 

truncada contiene 323 aminoácidos y pesa aproximadamente 100 kDa. El gen CD34 

humano contiene 8 exones y se encuentra en el cromosoma 1 q32, una región que contiene 

varios genes que codifican moléculas de adhesión a la matriz y moléculas de la cascada del 

complemento.140 

Los tumores malignos inducen la producción de factores de crecimiento tumoral y 

también factores de crecimiento vascular, los cuales son incrementados por la hipoxia 

tisular, la cual es muy frecuente en los tumores malignos de crecimiento rápido. Entre estos 
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factores de crecimiento se encuentran: el factor básico de crecimiento para fibroblastos 

(βFGF), el factor ácido de crecimiento para fibroblastos (αFGF), el factor de crecimiento 

tumoral alfa (αTGF), el factor de crecimiento tumoral beta (βTGF),124 el. factor de 

crecimiento celular endotelial derivado de las plaquetas (PD-ECGF), el factor de necrosis 

tumoral (TNF), el factor de crecimiento endotelial (EGF), el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) y también la insulina.60,84,198 

El VEGF es de suma importancia en la regulación de la angiogénesis. Este factor fue 

denominado en un principio bajo el término de factor de permeabilidad vascular (VPF), 

hasta que Ferrara et al.,68 en 1989 lo denominaron como factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) por su aparente selectividad en las células diana endoteliales.44,68 

Posteriormente se ha  demostrado que el VEGF actúa también como mediador de la 

migración de las células endoteliales y monocitos41 y se ha involucrado en el mantenimiento 

de los mecanismo de regulación normal de los vasos sanguíneos.100 El VEGF se ha 

identificado inmuohistoquímicamente en un número importante de lechos vascu1ares, 

incluyendo los de la piel, peritoneo, mesenterio y diafragma.198 

El VEGF es un importante regulador de la angiogénesis, y fue descubierto por su 

capacidad para incrementar la permeabilidad de los microvasos, principalmente de las 

vénulas postcapilares y de las venas de pequeño calibre, por las cuales circulan las 

macromoléculas; de hecho, el VEGF es uno de los factores mas potentes en la 

permeabilidad vascular, actuando en concentraciones menores de 1 nmol/L y con una 

potencia 50.000 veces mayor que la histamina. Este incremento de la permeabilidad 

inducido por el VEGF se produce rápidamente y no está bloqueada por los antihistamínicos 

ni por ninguna otra variedad de inhibidores de la inflamación, incluyendo los que bloquean 

la producción del factor inhibidor de la actividad plaquetaria. Este incremento en la 

permeabilidad de los microvasos se relaciona con el aumento de la actividad funcional de 

una organela recientemente descrita y denominada como “vacuola vesicular”, formada por 

múltiples vesículas y vacuolas presentes en el citoplasma de las células endoteliales de las 

vénulas y venas de pequeño calibre. Estas vesículas están unidas por membranas 

trilaminares, las cuales actúan como diafragma en las fenestraciones de la membrana 

plasmática, aunque los mecanismos íntimos que regulan estas vacuolas aún no se 

conocen.150 
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La expresión de altos niveles de VEGF fue descrita en la placenta, en los tejidos 

fetales y en algunos tejidos adultos con alta actividad angiogénica en condiciones 

fisiológicas. De hecho, la sobreexpresión de VEGF se observa sistemáticamente en ciertos 

procesos cíclicos de neovascularización sometidos a control hormonal, por ejemplo: el ciclo 

menstrual, la formación del cuerpo lúteo, etc.60 La sobreexpresión de VEGF es muy 

frecuente en un alto porcentaje de tumores malignos humanos y de animales, así como en 

las líneas de células transformadas, siendo mucho menor su expresión en tumores benignos 

y en algunos tumores malignos particulares como son el carcinoma lobulillar de mama y el 

carcinoma papilar de riñón.179 Durante el crecimiento tumoral, la secreción del VEGF por 

las células tumorales se considera como un factor paracrino secretado por células no 

endoteliales, el cual modula la actividad del endotelio vascular adyacente. 151 En cultivos de 

células tumorales, se ha descrito una sobreexpresión de VEGF asociada a una regulación 

también autocrina relacionada con la transformación del fenotipo tumoral. 

La valoración de la actividad angiogénica de un determinado tumor, mediante la 

cuantificación de la densidad vascular, es un marcador tumoral de muy probable valor 

pronóstico. Una alta densidad vascular está asociada con un pobre pronóstico; por ello la 

exploración de la actividad de VEGF puede dar nueva información pronóstica ya que las 

células tumorales con una sobreexpresión de VEGF pueden sobrevivir a tratamientos más 

convencionales, dado que estas células que sobreexpresan VEGF tienen mayor agresividad 

y son las que pueden contribuir a que la formación de recidivas o las metástasis sean 

mayores a corto plazo.46 

El VEGF es un polipéptido miembro de la familia de los factores derivados de las 

plaquetas. El VEGF está formado por un dímero proteínico con uniones disulfuro de 34 a 43 

kD, separado en bandas de 17 a 22 kD, sintetizado y secretado por una gran variedad de 

células normales y de células neoplásicas. Existen cuatro diferentes isoformas 

homodiméricas de VEGF llamadas VEGF 121, VEGF 165, VEGF 189 y VEGF 206, las 

cuales son generadas por la expresión de diferentes exones del gen contenido en el 

cromosoma 6p2.3. Aparentemente estas isoformas tienen una idéntica actividad biológica, 

aunque se ha reconocido que las isoformas VEGF 165 y VEGF 121 son secretadas de forma 

soluble, lo cual indica su gran afinidad con los proteoglicanos de la superficie celular.128 
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El VEGF actúa directa y selectivamente en los receptores tirosinquinasa de las células 

endoteliales (receptor “ECs Clase III: Flk-1, fms-like tyrosine Kinasa” y receptor “Flt-l, 

fetalliver kinase”; identificados en el ratón, además del receptor KDR identificado en 

células humanas. Todos estos receptores de VEGF se expresan predominantemente, pero no 

exclusivamente, en el endotelio vascular. Desde la identificación de la expresión de Flk-l se 

ha considerado a esta molécula como un factor preeminente en el desarrollo y diferenciación 

del sistema vascular, así como en el desarrollo de la angiogénesis en diferentes tumores.128 

Desde el punto de vista funcional se ha sugerido que el VRP es un VEGF relacionado 

con la síntesis proteínas de membrana, el VEGF-B estimula la mitosis en células 

endoteliales y el VEGF-C estimula la migración de células endoteliales. De hecho, la 

expresión del VEGF-C está asociado con el desarrollo de los vasos linfáticos y puede ser un 

factor de importancia en la regulación de la relación entre las células tumorales y las células 

del endotelio linfático;172 puesto que, se ha encontrado la asociación del VEGF-C a los 

receptores Flt-4 y KDR; sin embargo, hasta el momento no se ha descrito la afinidad de 

VEGF-B y VRP con algún receptor específico.179 El receptor 3 de VEGF correspondiente a 

Flt-4 se ha identificado en el tejido de granulación, mostrando un gran potencial 

quimiotáctico para las células endoteliales, por lo que se le atribuye un papel importante en 

la angiogénesis de los tejidos maduros que sufre una reacción granulomatosa secundaria a 

procesos  infecciosos, cicatriciales o en respuesta a un cuerpo extraño.219 

MICROVASCULARIZACIÓN DEL TESTÍCULO HUMANO 

El testículo está irrigado por la arteria testicular que se origina habitualmente de la 

aorta abdominal. En el cordón espermático, la arteria testicular queda rodeada por las venas 

del plexo pampiniforme, lo que determina que la presión arterial en el parénquima testicular 

sea extraordinariamente baja. Al penetrar en el testículo, la arteria testicular (a veces existen 

varias ramas) se sitúa en la túnica vasculosa subalbugínea y se dirige por el borde libre del 

testículo hacia el polo superior, dando lugar a múltiples arterias que se sitúan en los septos 

interlobulillares. Estas arterias se dirigen hacia la rete testis -denominadas arterias 

centrípetas- y en su recorrido emiten ramas que cambian bruscamente de dirección, 

originando las denominadas arterias centrífugas; ambos tipos de arterias intratesticulares 

centrípetas y centrífugas, después de la pubertad, presentan un alto grado de 

espiralización.161 De las arterias centrípetas y centrífugas surgen arteriolas terminales, que 
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dan lugar a capilares que, siguiendo descripciones anatómicas clásicas, se ramifican 

alrededor o en el interior de los acúmulos de células de Leydig -denominados capilares 

intersticiales- y luego se continúan con segmentos capilares que rodean parcialmente a la 

túnica propia de los tubos seminíferos -denominados capilares peritubulares-.161 Los 

capilares testiculares se continúan por vénulas y venas que siguen los tabiques 

interlobulillares. La mayor parte de la porción central del parénquima testicular drena a 

venas centrípetas, que, siguiendo los tabiques interlobulillares, llegan al mediastino 

testicular -que está escasamente irrigado-; sin embargo, el tercio externo del parénquima 

drena por las denominadas venas centrífugas que se dirigen hacia la albugínea testicular.161 

La microvasculatura de cualquier órgano, en general, está formada por arteriolas, 

metarteriolas, capilares y vénulas. Esta parte del sistema vascular es responsable del 

intercambio de gases, de sustancias nutricionales y de hormonas. Con respecto al testículo, 

el estudio de su microcirculación ha sido abordado en varios aspectos estructurales y 

funcionales, debido a la implicación de la microvasculatura en la regulación y modulación 

de mecanismos endocrinos y paracrinos, de singular importancia en la espermatogénesis y 

en la esteroidogénesis. Aunque las descripciones ultraestructurales de los capilares 

testiculares son escasas e incompletas; se sabe el endotelio de los capilares en el testículo 

humano no es fenestrado, mostrando un bajo grado de transcitosis; sin embargo, en algunos 

animales de laboratorio, el testículo contiene capilares intertubulares y peritubulares que son 

no fenestrados. Pero estudios recientemente han demostrado que los capilares de la lámina 

propia del túbulo seminífero humano normal son parcialmente fenestrados.62 En el testículo 

humano normal, estudios morfométricos, evaluando la microvasculatura identificada con 

CD34 y con alfa-actina muscular, han demostrado que el número de capilares es 

significativamente mayor que el de arteriolas y vénulas.42 

La organización espacial de la microvasculatura en ratones o ratas ha sido bien 

estudiada, encontrándose un patrón de crecimiento característico como "escalera de 

cuerdas".133 Más recientemente, utilizando una reconstrucción tridimensional de cortes 

histológicos seriados, mediante un programa de computación, Ergün et al en 1994,65 

reconstruye y describe la organización segmentaria vascu1ar del testículo humano, 

demostrando que los capilares conectan grupos de células de Leydig con los túbulos 

seminíferos.65 Además, estudios con microscopía de flourescencia han mostrado que los 
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capilares testicu1ares presentan un patrón peritubular e intersticial.66 En esta forma de 

organización de la microvasculatura testicular, los capilares íntertubulares corren a lo largo 

de los túbulos seminíferos, localizándose en un espacio triangular que se encuentra entre 

tres túbulos adyacentes. Estos capilares intertubu1ares se conectan con los capilares 

peritubulares, los cuales están rodeando a los túbulos seminíferos y parcialmente en 

contacto con la lámina propia de los mismos, pero sin penetrar en ella.64 

Les más, las arterias segmentarias -colaterales de pequeñas arterias centrípetas y 

sobretodo centrífugas testiculares-161 y los segmentos de tejido circunscrito por ellas están 

orientados en ángulos rectos con respecto al trayecto longitudinal de los túbulos 

seminíferos. De este modo, cada segmento de parénquima testicular contiene porciones de 

diferentes túbulos localizados en un mismo lobulillo testicular. Dentro de cada segmento, 

los capilares muestran una asociación estrecha con las células de Leydig y los túbulos 

seminíferos. Cada arteria segmentaria se ramifica generando capilares intersticiales, algunos 

de los cuales rodean los acúmulos de células de Leydig y otros pasan a través de ellas 

(capilares arteriales intercélulas de Leydig). Capilares emergentes de los acúmulos de 

células de Leydig penetran en la lámina propia de los túbulos seminíferos (capilares 

intramurales). En el tramo siguiente, los capilares ahora venosos quedan incluidos de nuevo 

en acúmulos de células de Leydig (capilares venosos inter-células de Leydig), antes de 

terminar en las vénulas intersticiales o en las venas de pequeño calibre intralobulares.63 

Esta peculiar disposición de la microvasculatura testicular pudiera tener un significado 

funcional, ya que es posible que los capilares que rodean a los acúmulos de células de 

Leydig y se proyectan entre ellas, interconectándolas, dan lugar a la generación de un 

compartimiento vascular hormonal; mientras que, los capilares que se relacionan con los 

tubos seminíferos forman un compartimiento vascular relacionado con la espermatogénesis. 

En relación a la lámina propia del tubos seminífero, los capilares se dividen en eferentes y 

aferentes. En el hombre, la razón de esta capilarización de la lámina propia de los tubos 

seminíferos puede estar relacionada con su arquitectura multilaminar que determina y 

facilita un adecuado aporte sanguíneo.48  

ESTUDIOS DE LA ANGIOGÉNESIS EN TUMORES TESTICULARES 

Los pacientes con cáncer testicular infíltrante consiguen llegar a curarse cuando el 

tumor se detecta precozmente y el estadio clínico no es avanzado (estadio A) y, además, se 
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establece un tratamiento adecuado que incluye, dependiendo del tipo histológico y del 

estadio, la orquiectomía, la linfadenectomía inguinal y retroperitoneal, la radioterapia y/o la 

quimioterapia.141 Se sabe que la supervivencia de los pacientes con TCGTs. no 

seminomatosos en estadio IA y tratados con orquiectomía es de más del 70% a los 5 años de 

seguimiento, por lo que hasta hace unas décadas se ha dado poca importancia a los factores 

pronósticos asociados a estos tumores. Sin embargo, en pacientes con factores de riesgo de 

comportamiento agresivo del tumor, es importante indicar el uso de quimioterapia posterior 

al tratamiento quirúrgico, con el fin de mejorar la supervivencia.153 En su estudio Read et 

al.153 (1992) valoraron la invasión de células tumorales en vasos linfáticos y venosos y la 

presencia de tumor del seno endodérmico, concluyendo que la supervivencia en los 

pacientes con más de tres factores de riesgo fue del 54.5% a los 5 años y, contrariamente, en 

los pacientes sin factores de riesgo la supervivencia fue del 74%.153 Por todo ello, ya desde 

estos estadios tempranos, pero ya agresivos, de los tumores testiculares, la visualización de 

permeabilización de vasos sanguíneos y linfáticos intratumorales por células malignas y la 

inducción de angiogénesis prejuzga un peor pronóstico del paciente, debido al aumento de 

metástasis en las cadenas ganglionares regionales y de la diseminación a distancia del 

tumor.27 Es más, las neop1asias que no inducen reorganización significativa de la 

microcircu1ación son probablemente limitadas en su potencial biológico y en ausencia de la 

neovascu1arización, las células cancerosas rara vez invaden los vasos sanguíneos.117 Todos 

estos datos clínico-patológicos sugieren un estudio completo de la angiogénesis, lo cual 

permitirá conocer los mecanismos de infiltración de los vasos en el tumor y su relación con 

la progresión maligna, datos de importante utilidad en las etapas incipientes de los TCGTs. 

Así, en un estudio de 65 pacientes con TCGTs.  

Aunque existen series de estudios relacionados con la importancia de la angiogénesis 

en el crecimiento tumoral, son pocos los datos de la angiogénesis en tumores testiculares. 

En TCGTs. con estadio A, la cuantificación de la densidad de microvasos, mediante el 

antígeno de factor VIII, se sugiere que la angiogénesis es importante en la decisión de 

manejo con quimioterapia posterior al tratamiento quirúrgico del paciente.141 De otra parte, 

en 1990 Emil Nacov133 realizó un amplio estudio de TCGTs. con el fin de determinar la 

importancia de la angiogénesis en el pronóstico de estos tumores malignos; para ello, realizó 

una cuantificación directa de los vasos sanguíneos y su distribución en el tejido tumoral, así 

como una descripción de las fases de la formación de nuevos vasos, concluyendo que la 
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formación de nuevos vasos puede considerarse como un factor de proliferación del tumor 

con valor pronóstico predictivo de enfermedad tumoral agresiva. Así mismo, Jones et al.102 

en el año 2000 realizaron un estudio de 28 seminomas y 23 teratomas testiculares en estadio 

A, midiendo la densidad microvascular, la expresión de VEGF, así como la presencia de 

timidin-fosforilasa y la actividad de linfangiogénesis, mediante la evaluación 

inmunohistoquímica del RNAm para el VEGF-C ó VEGF-3 y concluyó que la angiogénesis 

y la linfangiogénesis pueden considerarse como un indicador pronóstico de los TCGTs. De 

hecho, el aumento de los vasos sanguíneos, además de la infiltración tumoral por células 

linfoides, principalmente linfocitos T, CD 4 y CD 8, se considera un factor de mal 

pronóstico en los tumores testiculares.73,74 

En tumores testiculares humanos, la angiogénesis es un fenómeno escasamente 

investigado.4,27,75,102,130,133,141,206 El valor predictivo de la angiogénesis respecto a la 

producción de la metástasis en ganglios linfáticos ha sido comentado solo en algunos 

estudios de TCGTs.,75,141,206 mientras que otras publicaciones no encontraron una 

significación pronóstica.4,102 Asimismo, los datos cuantitativos aportados acerca del grado 

de vascularización de los TCGTs son aún motivo de controversia, debido sobretodo al uso 

de diferentes métodos de cuantificación de la microvascularización aplicados en distintos 

estudios de TCGTs. De hecho, en algunos estudios las medidas se realizaron definiendo 

conceptos tan poco randomizados como “cuantificación del área tumoral que contiene el 

máximo número vasos sanguíneos”;4,75,102,141 mientras que en otros estudios, las medidas sí 

se realizaron al azar en todas partes del área tumoral, pero incluyendo cuantificaciones de 

microvasos en las áreas de necrosis y de fibrosis.206 Así mismo, en la mayoría de los 

estudios, no se consideraron la comparación del grado de angiogénesis en testículos 

tumorales con el grado de microvascularización del testículo de hombres normales (grupo 

control).4,133,141,206 Sin duda, para una adecuada evaluación comparativa entre los diferentes 

estudios publicados acerca de la angiogénesis es completamente necesario establecer un 

método aleatorio de cuantificación de la microvascularización en TCGTs, y, obviamente, 

comparar los resultados con la densidad de microvasos del testículo humano normal. 

Recientemente se ha establecido que uno de los principales inductores de la 

angiogénesis es el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF/VPF).128 La presencia 

de este factor VEGF y sus receptores se han demostrado en el testículo humano 
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normal.63,64,75,102,179,206 En una amplia variedad de tumores se ha comentado que el VEGF 

puede actuar de manera paracrina, induciendo la neovascularización y mediar, de este modo, 

en los procesos de la angiogénesis.219 De hecho, se ha demostrado que el VEGF se 

sobreexpresa en células germinales malignas75,102,128,206 y también en los tumores de la 

célula de Leydig.108 También se ha publicado que los receptores de VEGF se expresan en 

los capilares de TCGTs.206 y en los capilares neoformados en los tumores de células de 

Leydig.108 Sin embargo, la neoformación de vasos en los tumores testiculares es un proceso 

que ocurre solo cuando las células tumorales de CIS han abandonado el tubos seminífero -

estructura avascular- y han infiltrado el intersticio, atravesando una gruesa y bien 

estructurada pared peritubular (constituida por una membrana basal y fibras elásticas y una 

o dos capas discontinuas de células mioides, rodeadas por fibras y una matriz extracelular 

frecuentemente hialinizada) por fuera de la cual se disponen los capilares peritubulares.42 

MECANISMOS REGULADORES DE LA CARCINOGÉNESIS: ONCOGENES Y 

PROTOONCOGENES 

La carcinogénesis es un proceso complejo que supone la alteración de múltiples genes 

y sistemas reguladores celulares.8,19,22,77 El estudio de las bases moleculares de la 

transformación celular neoplásica requiere detectar, aislar y caracterizar los genes, y sus 

productos polipeptídicos, implicados en cada etapa de éste proceso de 

carcinogénesis.15,17,53,56,82,188,222 Los mecanismos que dan lugar a la activación de 

protooncogenes, la pérdida de genes de supresión tumoral o su inactivación funcional, así 

como la sobreproducción de factores de crecimiento están implicados en el desarrollo de las 

neoplasias.11,15,17,24,85,90,112,214,217,222 En la carcinogénesis se identifican tres fases: iniciación, 

promoción y progresión tumoral.17,82,188,222 Estas tres etapas se han evaluado en varios 

modelos experimentales, incluido el modelo de carcinoma cutáneo por irradiación 

ultravioleta solar.3,23,77,115 La iniciación de la transformación maligna está causada por una 

lesión genética no letal, frecuentemente una mutación, que determina un cambio permanente 

y heredable del genoma celular. Esta lesión genética puede adquirirse por la acción de 

agentes ambientales -sustancias químicas-fotoproductos que alteran el DNA-,3,96,113 la 

radiación3,77 o los virus-,57,79 o puede heredarse con la línea germinal, tal como se sugiere 

que ocurre en los melanomas.31,40,115 En este sentido, es posible que la transformación 

monoclonal de una sola célula progenitora que ha sufrido una lesión genética pudiera, en 
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principio, determinar una neoplasia estable.82 Además, existen genes de reparación del ADN 

que influyen directamente sobre la proliferación o la supervivencia celular, a través de su 

efecto sobre la capacidad del organismo para reparar la lesión no letal producida por otros 

genes.96 

Se han descrito tres tipos de genes reguladores normales: los protooncogenes que 

estimulan el crecimiento, los genes supresores del cáncer que inhiben el crecimiento 

(antioncogenes) y los genes que regulan la muerte celular programada o apoptosis.15,17,76 

Dentro del grupo de protooncogenes se encontraría el PCPH, molécula evaluada en el 

presente estudio de TCGTs. humanos. 

Está establecido que los oncogenes derivan de los protooncogenes, que son genes que 

estimulan el crecimiento y la diferenciación  normal y que son los encargados de ejercer un 

control sobre el crecimiento celular. Los protooncogenes pueden activarse por mutaciones 

puntuales, reordenamientos cromosómicos o amplificación de genes. Los protooncogenes -

que codifican las denominadas oncoproteínas-, y pueden pasar a oncogenes mediante la 

transducción retroviral (v-oncs) o por influencias que alteren su comportamiento in situ, 

transformándolos en oncogenes celulares (c-oncs).11,17,112,222 Las oncoproteínas, al igual que 

las proteínas normales, determinan que ciertos factores de crecimiento se unan a sus 

respectivos receptores específicos de la membrana celular; esta unión produce la activación 

transitoria del receptor, que activa a su vez a varias proteínas transductoras de señales de la 

membrana plasmática; las señales se transmiten al núcleo, a través de segundos mensajeros. 

Una vez que llega la información al núcleo, se produce la inducción y activación de los 

factores reguladores que inician la transcripción del ADN y finalmente la célula inicia el 

ciclo celular que concluye con la división.1,119,215 Dentro de estos factores de crecimiento se 

encuentran el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el erbB-2 (también conocido como 

neu HER-2).204 La conversión oncogénica puede ser por una mutación, o mucho más 

frecuentemente por la sobreexpresión de formas normales de receptores de factores de 

crecimiento como es el caso del erbB-2 y erbB-4,204 el receptor p185erbB-2 (HER2/neu) y 

también las moléculas del grupo neurregulinas.1,5,89,204,215 Mutaciones de genes de la familia 

ras9,17 se han encontrado en varios tipos histológicos de tumores humanos. El H-ras tiene 

gran importancia en la carcinogénesis epitelial cutánea, pues la proteína que codifica no 

hidroliza la guanosina 5'-trifosfato y su introducción, por ejemplo, en queratinocitos produce 
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el fenotipo "iniciado" previo al inicio del ciclo celular mitótico.82 Otras oncoproteínas 

reguladoras del ciclo celular o del proceso de señalización en tumores son las determinadas 

por los genes myc, myb, jun y fos.220 

La progresión tumoral, tanto en los TCGTs. como en otros tipos de tumores 

representa, en realidad, el estadio definitivo de una enfermedad oncológica autorregulada y 

agresiva. La progresión tumoral queda definida por la alteración genética irreversible por la 

que se configuran un progresivo genotipo y fenotipo malignos. La selección de 

determinadas células que portan la inestabilidad genética, conduce a la aparición de células 

cada vez más malignas, con mayor capacidad de anaplasia, crecimiento e invasión, junto 

con la capacidad de adaptarse y crear resistencia a la quimioterapia y a la 

radioterapia.11,112,222 El estadio final de la progresión es el desarrollo de metástasis a 

distancia.6,11 

La progresión ordenada de las células normales y neoplásicas depende de la 

regulación del ciclo celular por las ciclinas y de las quinasas dependientes de las ciclinas 

(CDK) y de sus inhibidores (ICDK), que son las proteína p21, p27 y p57 como inhibidores 

generales y p15, p16, p18 y p19 que son inhibidores selectivos. Las quinasas dependientes 

de las ciclinas regulan determinadas proteínas críticas del ciclo celular fosforilando, las 

cuales son necesarias para que la célula progrese hacia la fase siguiente111,116. Estas quinasas 

se expresan solo durante el ciclo celular, aunque de forma inactiva, y se activan al unirse a 

las ciclinas para activar a las CDK.28,224  

No obstante, en general, las alteraciones de los genes de supresión tumoral son más 

frecuentes que las de los propios oncogenes.222 Los productos polipeptídicos de los genes 

supresores del cáncer son componentes de la vía de inhibición del crecimiento y moléculas 

que regulan la transcripción nuclear y el ciclo celular15,32,217 La inactivación de estos genes 

supresores suele deberse a una deleción, y menos frecuentemente a una mutación; aunque 

también pueden quedar inactivados por la formación de complejos entre la proteína 

codificada y otras proteínas celulares o virales.124 

El gen supresor p53 codifica una proteína nuclear que se liga y modula la expresión de 

otros genes importantes para la reparación de ADN y cuando se pierde p53, las células se 

vuelven inestables.35,113,188 La alteración del ADN estimula la producción p53, que a su vez 

estimula la síntesis de p21. Además, p21 inhibe las CDKs que impulsan el ciclo celular. La 
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activación del gen p53 origina la detención del crecimiento celular y permite la reparación 

del ADN.15,23,28,32,52,223 De otra parte, el gen p16, gen de supresión tumoral, regula la fase G1 

del ciclo celular y codifica una proteína intranuclear encargada de bloquear la progresión del 

ciclo celular, inhibiendo la acción de la ciclina D. Cuando las células tumorales tienen 

inactivada la función p16, se convierten en "inmortales".95,188 La carcinogénesis también 

está regulada por genes reguladores de la apoptosis como es el gen bcl-2.81 Con todo, el 

proceso de carcinogénesis es extraordinariamente complejo en donde adquieren singular 

importancia también los mecanismos de señalización celular, dado que, los genes supresores 

pueden actuar mediante la codificación de moléculas que disminuyen la transducción de 

señales o regulan la expresión de receptores de superficie celular, entre los que se incluyen 

el TGF-beta y las cadherinas.124,210 

Proteína de Progresión Carcinogénica del Hámster (PCPH) 

El protooncogén PCPH ha sido caracterizada como una proteína de progresión 

carcinogénica del hámster (PCPH) (protein carcinogenic progression of 

hamster).137,156,157,170,201,203,205 PCPH ha sido evaluado en líneas celulares170,184 y en biopsias 

de displasias y neoplasias laríngeas humanas con resultados satisfactorios.18 El mt-PCPH es 

un nuevo oncogén, con un peso molecular aproximado de 42.5 kbp., que se ha identificado 

en el modelo en hámster a partir de una activación del oncogén ras.137,195 En el hámster, el 

protooncogén PCPH codifica una proteína de 469 aminoácidos y el oncogén mt-PCPH una 

de 246 aminoácidos, con un peso molecular de 26 kDa.201,203  El protooncogén PCPH del 

hamster se localiza en el brazo corto del cromosoma X (zona Xpa7).205 La localización de 

PCPH en este cromosoma sugiere que el oncogén mt-PCPH pudiera participar en la 

conversión maligna de las células neoplásicas.10,147,205  En tejidos normales, la expresión de 

PCPH es más intensa en el riñón y en el hígado.205 En el ratón se ha aislado el protooncogén 

PCPH en el cromosoma 12. Existe una identidad del 93,7% entre la proteína del hámster y la 

del ratón.156 El protooncogén PCPH es un gen altamente conservado en los mamíferos157,160 

y en organismos invertebrados e incluso en estructuras tan simples como levaduras. 

En la especie humana, sin embargo, el protooncogén PCPH se localiza en el 

cromosoma 14, 14q24.3.202 En humanos, el ADNc del protooncogén codifica también una 

proteína de 428 aminoácidos (47-kDa) que comparte una homología del 78 y 87% 

respectivamente con la proteína del hámster y del ratón; así como un polipéptido de 27-
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kDa., el cual hasta estudios muy recientes, solo se había aislado en epitelios normales,157  

incluyendo la glándula mamaria normal de la rata y epitelios humanos de la piel y de la 

mama.170 Asimismo, el ARNm del protooncogén PCPH humano se encuentra ampliamente 

distribuido en riñón e hígado, y con menor intensidad en músculo y piel.157 

En las células neoplásicas, el PCPH puede provocar una disminución del ATP 

intracelular, debido a la actividad difosfohidrolasa de la oncoproteína PCPH. El descenso de 

la concentración de ATP inhibe el inicio de la apoptosis.61,143,155,157 La actividad 

difosfohidrolasa de la oncoproteína PCPH da lugar a la depleción del ATP intracelular, y 

estos procesos producirán una inhibición de los sistemas de respuesta al estrés mediados por 

c-JUN NH2–quinasa terminal (JNK o SAPK) y por el sistema extracelular de regulación de 

quinasas (ERK).155 La inhibición simultánea de JNK y ERK por la oncoproteína PCPH 

puede ser importante, ya que la activación de ambas quinasas es necesaria para la inducción 

de la apoptosis provocada por diversos agentes estresantes.220,221 Por último, otro 

mecanismo de acción parece estar implicado con cambios de desregulación de PCPH, de 

modo que la proteína de 47-kDa, probablemente correspondiente con el protooncogén, y la 

disminución de la de 27-kDa, que correspondería al oncogén.157 Estos datos pudieran 

relacionarse con el efecto regulador negativo en la vía ras, solo mt-PCPH, pero no PCPH, 

coopera con la oncoproteína ras para producir un estímulo prolongado de la fosforilación y 

de moléculas de señalización celular reguladas también por proteinquinasas157 como se ha 

podido demostrar en tumores de mama inducidos en ratas184 o tumores de laringe en 

humanos.18 

Proteína de la familia "Krüppel like", KLF6 

Otra nueva molécula aún no explorada en los TCGTs. y que hemos tenido la 

oportunidad de estudiar en la presente Tesis es el KLF6, el cual es un factor de transcripción 

perteneciente a la familia "Krüppel like", que se caracteriza porque la unión de esta proteína 

al DNA promotor de sus genes diana son dedos de Zn. Este gen es un supresor tumoral que 

bloquea la entrada en la fase S del ciclo celular, estimulando la transcripción de p21, que 

frena la entrada en ciclo desde G1.21,114,134,176 El KLF6 aparece como supresor tumoral y se 

ha encontrado mutado en el 80% de los tumores de próstata, de modo que las distintas 

formas mutantes de KLF6 producen sobre la transcripción del promotor de p21. Mientras 

que la forma normal ("Wild type") activa fuertemente la transcripción de p21 y por tanto 
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promueve la detención del ciclo celular. Además, diversas formas mutantes aisladas de 

tumores de próstata no estimulan la transcripción de p21 de la misma manera, y, en este 

sentido, la mayoría de ellas disminuyen la actividad transcripcional en un 50%. El resultado 

final de estos procesos reguladores es que la cantidad de p21 producido en las células 

transfectadas con las formas mutantes de KLF6 no es tan grande como cuando se transfecta 

con la forma salvaje (“wild type”). En cultivos celulares, las células transfectadas con KLF6 

mutantes entran en ciclo y se dividen más frecuentemente que las transfectadas con el gen 

salvaje, lo cual se comprueba cuando evaluamos la proliferación celular, observando que la 

incorporación de timidina tritiada es mayor cuando las células reciben el KLF6 mutado, o 

un vector vacío, que cuando reciben KLF6 normal. Esto explica cómo mutaciones que 

afectan a la zona codificante del gen están produciendo una división desordenada de las 

células que determinan su transformación en un tumor maligno.21,114,134,176 

Gen PTOV-1 sobreexpresado en tumores 

En los TCGTs. hasta el presente estudio no se ha explorado una nueva proteína 

recientemente caracterizada y relacionada con el ciclo celular en células neoplásicas y que 

ha sido denominada como PTOV-1.174,175 Estudios muy recientes también han identificado y 

obtenido la secuenciación completa del gen PTOV-1, el cual se sobreexpresa en cáncer de 

próstata. De hecho, la  proteína sintetizada por el gen PTOV-1 en los las células neoplásicas 

pueden adquirir formas anormales, las cuales se sobreexpresan, entre otros varios tipos de 

células tumorales, en el 71% de los casos de cáncer de próstata, siendo su expresión 

directamente proporcional al índice de proliferación Ki 67, lo que sugiere que la 

sobreexpresión de PTOV-1 puede contribuir al mantenimiento de un status proliferativo de 

las células de carcinoma de próstata.174,175 La presencia intranuclear de la proteína PTOV-1 

sugiere su participación directa en la regulación de la división de las células neoplásicas, 

dado que estudios in vitro con células quiescentes solo se ha visto expresión de la proteína 

PTOV-1 intracitoplasmática, pero no nuclear, por lo que su traslocación al núcleo se 

relacionaría con el comienzo de la fase S del ciclo celular. La presencia inmunohistoquímica 

de PTOV-1, no solo en los adenocarcinomas prostáticos infiltrantes, sino también en el 

citoplasma de las células de las neoplasia intraepiteliales prostáticas (PINs.) y su ausencia 

en las células epiteliales basales y secretoras de la próstata normal, sugiere la participación 
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de PTOV-1 en la regulación de los primeros estadios de la transformación neoplásica en el 

cáncer de próstata.  

FINALIDADES DE LA PRESENTE TESIS DOCTORAL 

El objetivo del presente estudio es, de una parte, investigar el aumento de la 

microvascularización presente en los TCGTs humanos, particularmente en los seminomas, 

carcinomas embrionarios y en los tumores de seno endodérmico, comparando la expresión 

del marcador CD34 en las células endoteliales y de alfa-actina en las células de músculo liso 

vascular del testículo normal, con la observada en las diferentes variedades histológicas de 

los TCGTs. Además, se pretende evaluar la posible correlación entre la actividad 

angiogenética, la expresión de los receptores de VEGF en TCGTs. y la presencia de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ en íntima vecindad con las células neoplásicas y su participación 

en el desarrollo de neovasos en los TCGTs. Pero de otra parte, se pretende evaluar las 

alteraciones que experimentan las uniones de las células de Sertoli  en relación con la 

proliferación de las células de CIS, y los cambios de expresión de algunas moléculas -el 

protooncogén PCPH,137,138,158 el factor de transcripción y supresor tumoral Kruppel-like 

factor 6, KLF-6,21,114,176 el gen sobreexpresado en tumores PTOV-1 y relacionado con 

proliferación -,174,175 aún no exploradas en el testículo humano y que pudieran tener cierta 

capacidad oncogenética en el CIS. Por último, se pretende correlacionar los cambios 

degenerativos de la pared peritubular y su participación en el comienzo de los mecanicismos 

de angiogénesis en los TCGTs. 
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HIPÓTESIS 

PRIMERA. ¿La angiogénesis es fundamental en la progresión de los tumores de células 

germinales testiculares (TCGTs.)?. 

SEGUNDA. ¿Existen relaciones de la actividad angiogénica con la respuesta de células 

inmunocompetentes y la expresión de nuevas moléculas oncogenéticas en los TCGTs.? 

 

 

OBJETIVOS 

PRIMERO. Investigar el posible aumento de la microvascularización presente en tres tipos 

histológicos de TCGTs humanos: seminomas, carcinomas embrionarios y tumores del seno 

endodérmico. 

SEGUNDO. Correlacionar la actividad angiogenética con la expresión de los receptores de 

VEGF en TCGTs. y la presencia de linfocitos T CD4+ y CD8+.  

TERCERO. Estudiar los mecanismos de progresión del CIS, en relación con la expresión 

de nuevas moléculas relacionadas con regulación tumoral, como son el protooncogén 

PCPH, el factor de transcripción y supresor tumoral Kruppel-like factor 6, KLF-6 y el gen 

sobreexpresado en tumores PTOV-1 y relacionado con proliferación celular. 

CUARTO. Correlacionar los estos cambios degenerativos de las células de Sertoli y de la 

pared peritubular con el comienzo de los mecanicismos de angiogénesis en los TCGTs. 
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MATERIAL 

Se estudiaron 40 piezas de orquiectomía diagnosticadas de TCGTs.: 15 casos 

correspondieron a seminomas puros, y el resto a TCGTs. combinados, en los que 

predominaba la diferenciación de carcinomas embrionarios en 15 casos y tumor del seno 

endodérmico en 10 casos. Los casos fueron obtenidos del Archivo del Departamento de 

Patología del Hospital La Paz de Madrid. Como grupo control se estudiaron los testículos, 

obtenidos durante la autopsia de 8 hombres adultos (cuyas edades estaban comprendidas 

entre 19 y 57 años) y que murieron por infarto de miocardio (5 casos) o accidente cerebro 

vascular (3 casos). Estas autopsias fueron efectuadas (entre 6 y 10 horas posteriores a la 

muerte) en el Departamento de Patología del Hospital Universitario de La Paz. Los casos 

incluidos en este grupo control no presentaban patologías que claramente producen lesiones 

testiculares, metabólicas o endocrinológicas. Los casos control fueron procesados de igual 

forma que los casos con TCGTs, y el re-evaluación histológica del testículo confirmó la 

presencia de tejido testicular y espermatogénesis normal en cada uno de los casos control. 

METODOS 

Métodos Histológicos Generales 

En todos los casos, los tumores y los tejidos de los casos del grupo control fueron 

fijados en formaldehído tamponado al 4%, durante 48 horas. Para el estudio histológico se 

tomaron secciones al azar de los testículos, epidídimos y cordón espermático de los casos 

control. En los casos diagnosticados de TCGTs. se obtuvieron por lo menos seis diferentes 

cortes de distintas áreas representativas de cada tumor para el diagnóstico histopatológico, 

además se practicaron nuevas secciones del área tumoral, del parénquima testicular 

adyacente al tumor y del epidídimo y del cordón espermático, con el fin de precisar los 

diferentes tipos histológicos del tumor y su  estadio patológico.  

Los cortes se lavaron y deshidrataron mediante pases en alcoholes de concentración 

creciente (70%, 96% y 100%); posteriormente, las secciones se incluyeron en parafina, 

utilizando un procesador de tejidos de marca Autotechnicon Duo ®. Una vez realizados los 

bloques de parafina, se obtuvieron secciones de 6 miccras de espesor, mediante un 

microtomo de la marca Emnst Leitz GMBH(Typ 1212) Wetzlar, Germany®. Las secciones 

microtómicas se desparafinizaron en xilol, se hidrataron en alcoholes de concentraciones 
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decrecientes y se tiñeron con Hematoxilina-Eosina (HE). Para el montaje final de los cortes 

se utilizó la resina sintética DePex (Probus, Badalona, España). Posteriormente se realizó el 

examen con microscopio de luz de las secciones histopatológicas, para la correcta 

confirmación del diagnóstico y estadio patológico tumoral. 

Métodos Inmunohistoquímicos 

Para el estudio inmunohistoquímico,33,94 se realizaron tres cortes seriados de los 

bloques de parafina de áreas representativas del tumor, de 6-µm de espesor; idéntico 

procedimiento se siguió en el grupo control. Los anticuerpos primarios y las diluciónes 

empleadas fueron:  

1) anticuerpo marcador de células endoteliales anti-CD4 (BioGenex, CA, USA) a una 

dilución de 1:50;  

2) anticuerpo anti-alfa-actina de músculo liso (Dakoppats, Glostrup, Denmark) a una 

dilución de 1:50;  

3) anticuerpo anti-linfocitos T CD3+ (Dakoppats) a una dilución de 1:400;  

4) anticuerpo anti-linfocitos T CD4+ (Novocastra, Newcastle, UK) a una dilución de 

1:100;  

5) anticuerpo anti-linfocito T CD8+ (Dakoppats) a una dilución de 1:400;  

6) anticuerpo anti-linfocitos B CD20+ (Dakoppats) a una dilución de 1:400;  

7) anticuerpo anti-macrófagos CD68+ (Dakoppats) a una dilución de 1:2000;  

8) anticuerpo anti-cadenas kappa de células plasmáticas (Dakoppats) a una dilución de 

1:2000;  

9) anticuerpo anti-cadenas lambda de células plasmáticas (Dakoppats) a una dilución 

de 1:2000;  

10) anticuerpo anti-laminina (Novocastra) a una dilución de 1:500;  

11) anticuerpo anti-colágeno IV (Novocastra) a una dilución de 1:500;  

12) anticuerpo anti-cadherina E (Zymed, San Francisco, CA) a una dilución de 1:400;  
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13) anticuerpo anti-beta-catenina (Trnasduction Laboratory, Kesington, KY) a una 

dilución de 1:1000; 

14) anticuerpo anti-fosfatasa alcalina placentaria (Dakoppats) a una dilución de 1:500;  

15) anticuerpo anti-receptor VEGF 1/Flt-1 (Santa Cruz Biotechnology, CA) a una 

dilución de 1:400;  

16) anticuerpo anti-receptor VEGF 2/Flk1/KDR (Santa Cruz) a una dilución de 1:400,  

17) anticuerpo anti-receptor VEGF 3/Flt-4 (Santa Cruz) a una dilución de  1:400;  

18) anticuerpo anti-PCPH (donado por el Dr. Vicente Notario) a una dilución de 

1:2000;  

19) anticuerpo anti-KLF6 (Santa Cruz) a una dilución de 1:400;  

20) anticuerpo anti-PTOV-1 (donado por la Dra. Rosana Paciucci y el Dr. Jaume 

Reventós) a una dilución de 1:1000.  

Los anticuerpos anti-células endoteliales CD 34 y anti-alfa-actina muscular fueron 

procesados usando el método de antifosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina, con el kit 

Dakoppats, revelándose la inmunoreacción con Fast Red. El resto de los anticuerpos fueron 

procesados usando el sistema estrepatavidina-biotima-peroxidasa (Zymed), y revelándose la 

inmunoreacción con diaminobenzidine (Sigma, MO, USA).  

Método de Estreptavidina-Biotina Peroxidasa 

Las secciones se hidrataron y se incubaron por 20 minutos en solución salina de 

Buffer de fosfatos (PBS), para reducir la actividad de peroxidasa endógena. En los cortes en 

los que se detectaron los antígenos CD4 y CD8, para acentuar la exposición de los 

antígenos, se efectuó digestión con tripsina 0.0l M, 0.1% (Merk, Darmstadt, Germany) en 

PBS 0.0l M, de pH 7.6, durante 15 minutos a 37°C. Después de la incubación con el 

anticuerpo primario (diluido en PBS con albúmina sérica bovina al 1%), las secciones se 

lavaron dos veces en PBS, para remover el anticuerpo primario no fijado y luego se 

incubaron con inmunoglobulina biotilinada de cabra anti-ratón (Biocell, Cardiff, UK) a una 

dilución de 1:100 en buffer de PBS-suero hurnano al 20% y pH 7.6. Después de una hora de 

incubación con el anticuerpo secundario, las secciones fueron tratadas con el complejo 
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Estreptavidina-biotin-peroxidasa (Zymed), durante 30 minutos a temperatura ambiente y 

reveladas con 30 mg de diaminobenzidina, disueltos en 10 mI de buffer tris HCl de pH 7.4 

conteniendo peróxido de hidrógeno al 0.015%. Por último, las secciones se contrastaron con 

hematoxilina de Harris, se deshidrataron en etanol y se montaron en De Pex (Probus, 

Badalona, España). 

Método de Fosfatasa Alcalina-Antifosfatasa Alcalina 

Las secciones desparafinizadas e hidratadas se lavaron en el buffer de inmunoensayo 

(Biomeda), y se trataron con suero de cabra (Zymed, San Francisco, Ca) incubándose luego 

con el anticuerpo primario a las diluciones indicadas, durante 90 minutos y a temperatura 

ambiente. Las secciones se lavaron y se incubaron enseguida con la inmunoglobulina de 

cabra anti-ratón (Biocell, Cardiff, United Kingdom) para luego lavarse e incubarse con el 

complejo enzimático fosfatasa alcalina-antifosfatasa alcalina (Dako, Glostrup, Denmark). El 

revelado con Fast Red (Sigma, Sto Louis, Mo) fue seguido de contraste con hematoxilina de 

Harris y montaje en medio acuoso con Cristal Mount (Biomeda). 

La especificidad de los procedimientos de imunohistoquímica fueron confirmados en 

cortes seriados, mediante sustitución del anticuerpo primario por suero no inmune. Cada 

inmunoreacción fue realizada en al menos en tres cortes de cada uno de los patrones 

histológicos representativos de cada caso de TCGT estudiado. Los controles negativos se 

procesaron al mismo tiempo omitiendo el primer anticuerpo. Para los controles negativos se 

utilizaron tejidos humanos de glándula mamaria, de piel y de glándula sudorípara. La 

incubación de todas las secciones con la solución reveladora de Fast Red se llevó a cabo con 

exacto tiempo, con el fin de que los resultaos de la inmunoreacción pudieran evaluarse 

comparativamente.  

Métodos de Inmunofluorescencia y Microscopía Confocal 

El epítope KLF-6 fue explorado también por métodos de inmunofluorescencia 

indirecta y después evaluados los resultados con microscopía confocal. Para ello se usaron 

cortes histológicos de tejido testicular normal y de casos representativos de cada tipos 

histológicos de TCGTs., obtenidos en un microtomo de piezas previamente fijadas en 

formol e incluidas en parafina. En estos casos los cortes fueron incubados con el anticuerpo 
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primario anti-KLF-6  a una dilución de 1:200 y se incubaron durante 45 minutos a 4º C. 

Posteriormente se incubaron con anticuerpo secundario unido a fluorosceina (Santa Cruz) y 

fueron evaluados en un microscopio confocal Leica, efectuando aproximadamente 90 cortes 

en cada muestra y después integrando las imágenes, las cuales son las que se presentan en 

los resultados.  

Estudios Histométricos 

Para realizar los estudios morfométricos, se utilizaron tres secciones por caso teñidas 

con el anticuerpo para células endoteliales anti-CD34 y tres secciones por caso teñidas con 

el anticuerpo anti-actina de músculo liso. En cada sección, la selección del campo 

microscópico se hizo con un método aleatorio, el cual fue estandarizado siguiendo la misma 

metódica empleada en un estudio previo de células inmuncompetentes en TCGTs.34 

El proceso de selección de campos microscópicos, con el fin de efectuar después las 

cuantificaciones histométricas, se describe a continuación brevemente: la selección de 

campos se llevó a cabo en dos etapas, en la primera se seleccionaron las áreas dentro del 

tumor; en la segunda se escogieron los campos dentro de cada área. Las áreas dentro del 

tumor seleccionadas para el estudio fueron aquellas que, habiendo sido valoradas por tres 

patólogos, se consideraron adecuadas por no presentar necrosis, abscesos y hemorragias en 

el tejido tumoral. La selección de campos dentro de las áreas se llevó a acabo 

aleatoriamente; el límite exterior de las áreas se dibujó sobre la laminilla y ésta se desplazó 

sin sobrepasar los límites marcados y sin realizar valoraciones subjetivas de visualización 

directa de los campos microscópicos elegidos. 

Se escogieron 10 campos en cada superficie, ya que usualmente este es el número que 

se selecciona para una visualización de distribución espacial homogénea. Se verificaron dos 

métodos de selección de campos microscópicos para una superficie dada. En el primero, 

denominado de "selección subjetiva", uno de los más usados hasta este momento, un 

observador selecciona diez campos asegurándose de que estén distribuidos 

homogéneamente sobre la superficie seleccionada. Este método, rápido y sencillo, pudiera 

fácilmente ser sesgado. Las posibilidades de sesgo generadas por el muestreo objetivo de 

este estudio fue comprobado utilizando un segundo método, denominado de "selección 

aleatoria", la cual es no sesgada. Para este propósito, se utilizó un retículo para dividir la 
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superficie del campo en 100 partes iguales. A cada campo se les asignó una combinación de 

dos dígitos, y a través del uso de una tabla de números al azar se escogieron 10 

combinaciones. Este método es más laborioso pero garantiza la ausencia de sesgo. Los dos 

métodos se utilizaron para seleccionar los campos en cada sección. 

En cada patrón histopatológico de TCGTs. se midieron los siguientes parámetros: 1) 

la Densidad de volúmen (Dv) de los capilares (esto es, los vasos con el diámetro inferior a 

15 µm), 2) la Dv de las arteriolas y vénulas (vasos con capa muscular circular y el diámetro 

comprendido entre 15-60 µm), y 3) la VD de los microvasos totales intratumorales 

(capilares + arteriolas + vénulas). 

Para el estudio cuantitativo de angiogénesis, utilizamos el procedimiento estereológico 

estándar de Weibel.211 Para ello, en los campos seleccionados microscópicamente con un 

objetivo 20x, tanto de los casos tumorales como del grupo control, se cuantificaron los 

vasos contando al menos 2.000 puntos.34 Se realizó la histometría mediante el programa 

informático suministrado por la compañía Videoplan-Kontron (Germany), y usando una 

cámara CCD Sony conectada a un microscopio de luz Axioskop Zeiss Germany. La 

significación estadística entre las muestras de TCGTs y el control se evaluó con mediante el 

método de t-Student, considerando diferencias significativas con una p<0.01.  

Métodos de Inmunoelectroforesis ("Western blot") 

Para métodos de inmunoelectroforesis ("Western blot")36 se congelaron tejidos 

testiculares. Uno de los fragmentos congelados, de aproximadamente 50 mg se procesó para 

extracción proteica, electroforesis unidireccional y método de Western blot con el fin de 

confirmar la especificidad de los anticuerpos frente a las diferentes proteínas que se 

expresan en los TCGTs y en los casos del grupo control (testículos humanos normales 

congelados en el momento de la autopsia) también seleccionadas para estudios moleculares. 

El fragmento tisular se homogeneizó en tampón de lisis y se diluyo a una concentración 

final de 150 mg/ml. Los diferentes homogeneizados se diluyeron en tampón de muestra y se 

corrieron en geles de SDS-poliacrilamida, a diferentes concentraciones, las cuales dependen 

del peso molecular de la proteína a identificar. La cantidad de proteína por pocillo se medió 

por medio del método de Bradford y se ajustó para que, de este modo obtener una cantidad 

idéntica de proteína evaluada en todas las muestras de TCGTs. y también de los casos 
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control (30 µg). Como control metodológico positivo se incluyó en el gel un pocillo 

conteniendo al menos 400 ng de péptido comercial de una proteína recombinante del 

anticuerpo que se evaluó inmunoelectroforéticamente. Como control negativo se incubaron 

membranas idénticas y siguiendo el mismo proceso, pero omitiendo el anticuerpo primario 

en cada caso. Tras la electroforesis de las proteínas, estas bandas de los geles de 

electroforesis se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales se incubaron 

mediante el bloqueo de inmunoglobulinas inespecíficas con leche en polvo desnatada, 

diluida en PBS al 5% y conteniendo Tween-20 al 2%. Las membranas fueron incubadas 

toda la noche a 4º C con los anticuerpos primarios correspondientes, siendo las diluciones 

recomendadas de 1: 10.000 para PCPH y KLF-6, y de 1: 15.000 para PTOV-1. Después de 

sucesivos lavados, la actividad peroxidasa fue evaluada con el sistema de substrato de 

quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), el cual fue transferido 

en oscuridad a placas radiográficas. 

Métodos de Transcripción revertida y PCR (RT-PCR)  

Los métodos de RT-PCR186 permiten evaluar con alta exactitud la expresión de RNA 

sobretodo en aquellos frecuentes casos en los que la extracción de RNA se realiza a partir de 

muestras tisulares incluidas en parafina, con lo cual existe un alto grado de degradación del 

RNA, esto es, de fragmentación en trozos pequeños, de 200-300 bp, haciendo difícil la 

recuperación intacta en un solo fragmento del RNA completo. Con el fin de evitar la falta de 

representación de zonas de los extremos del gen, o de zonas intermedias del RNA, se ha 

diseñado un protocolo de amplificación del cDNA (SBI) obtenido tras transcripción reversa 

usando como “primers” para la PCR una serie de oligonucleótidos degenerados que 

permiten amplificar todas las zonas del RNA. Tras estos ciclos cortos de amplificación 

usando hexanucleótidos degenerados, los trozos obtenidos se someten ya a la PCR con los 

“primers” específicos del gen a estudiar. En el caso concreto de KLF6, los "primers" usados 

fueron: 5'-CGGCCAAGTTTACCTCCG-3' Y 5'-CATGAGCATCTGTAAGGC-3'. 
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En la presente Tesis Doctoral se van a exponer los resultados obtenidos de una manera 

sistematizada, con el fin de intentar resolver, esto es de confirmar o refutar, las siguientes 

investigaciones: 

1. Los microvasos se distribuyen heterogéneamente en los TCGTs. 

2. Angiogénesis también se produce en relación a las áreas de necrosis y tejido de 

granulación en los TCGTs. 

3. La angiogénesis está relacionada con la infiltración de linfocitos en los TCGTs 

4. Los receptores VEGF se expresan en las células tumorales y endoteliales de los 

TCGTs. 

5. El contenido en microvasos está reducido en TCGTs con respecto al testículo 

humano normal. 

6. Existe alteración de expresión de moléculas candidatas oncogénicas en el CIS.  

7. Las alteraciones de las células de Sertoli y la pared peritubular se relacionan con la 

infiltración de las células del  CIS y su transformación en un TCGTs. 

1. Los microvasos se distribuyen heterogéneamente en los TCGTs. 

Los microvasos tienen una distribución heterogénea en los TCGTs. En todos los tipos 

histológicos de TCGTS, los capilares predominan sobre los vasos de mayor tamaño (Fig. 1). 

En todos los TCGTs, la mayor actividad angiogénica tiene lugar en el intersticio que rodea 

al tumor. Sin embargo, existe también menor, aunque evidente, angiogénesis en el interior 

de los nódulos tumorales. De hecho, existen áreas con microvasculatura abundante 

intercaladas con áreas con escasez o ausencia de microvasos. En todos los tipos de TCGTs. 

existen vasos irregularmente dilatados, y además en ocasiones se evidencian vasos 

anómalamente configurados, entre los que se encuentran vénulas de contorno muy irregular 

y posibles fístulas arterio-venosas aberrantes. (Fig. 1) 

En los seminomas, los capilares son más frecuentes en la periferia de los nódulos 

tumorales satélite que en el centro del nódulo tumoral principal. Generalmente, los 

microvasos están distribuidos en el tejido conjuntivo del estroma tumoral, y se encuentran 

rodeados de pequeñas acumulaciones de células inflamatorias (Fig. 1). Los capilares están 
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también muy cerca de las células tumorales. Se pueden observar también células 

endoteliales aisladas -CD34 positivas- entemezcladas con las células tumorales (Fig. 1). 

Estas células endoteliales se transforman progresivamente en pequeños capilares con luz. 

Ocasionalmente, las células tumorales hacen contacto con vénulas grandes e irregulares de 

paredes delgadas, que están tapizadas por células endoteliales, positivas con el anticuerto 

anti-célula endotelial CD34 (Fig. 1). 

En los tumores del seno endodérmico, los microvasos se disponen de manera más 

homogénea, con predominio de capilares, pero también con la formación de estructuras 

vasculares de mayor calibre y de contorno muy irregular (Figs. 1 y 2). Las células epiteliales 

tumorales de los cuerpos de Schiller-Duval son negativos con el anticuerpo CD34; pero 

contrariamente, las células endoteliales que forman las asas capilares de los cuerpos de 

Schiller-Duval son intensamente positivas con dicho anticuerpo CD34. 

Los carcinomas embrionarios estudiados mostraron dos diferentes patrones 

histológicos de distribución de microvasos, dependiendo de cada respectivo patrón 

histológico de crecimiento tumoral: en los carcinomas embrionarios de patrón papilar, los 

microvasos son abundantes en el eje conectivo de cada proyección papilar; sin embargo, en 

el carcionoma embrionario de patrón sólido los microvasos son escasos y están distribuidos 

de manera irregular (Figs. 2-4). No se ha encontrado una distribución específica de las 

células endoteliales CD34 positivas o de los microvasos en relación con los cuerpos 

embrioides presentes en los carcinomas embrionarios. 

El CIS testicular se desarrolla frecuentemente en tubos seminíferos de menor tamaño 

que los tubos seminíferos normales, y es mucho más habitual encontrar células malignas de 

CIS en tubos seminíferos atróficos, sobretodo en pacientes con criptorquidia, en los que la 

pared tubular está más engrosada, y los capilares se disponen por fuera de la capa de células 

mioides de la pared. Cuando las células del CIS proliferan, las células de Sertoli 

desaparecen, y los tubos seminíferos aumentan de diámetro. Esto provoca una enorme 

dilatación en la pared peritubular, que se comienza a adelgaza de manera progresiva (Figs. 5 

y 6). Con frecuencia las células del CIS proliferan tanto que llenan completamente los tubos 

seminíferos, pero no existe evidencia de que induzcan la angiogénesis en esos tubos (Fig. 5). 

No obstante, existen algunos tubos en los que la angiogénesis  puede comenzar en la parte 

más interna de la pared tubular (Fig. 6). En este proceso, aparecen inicialmente células 
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positivas para CD34, y la mayor parte de los capilares presentes son de pequeño calibre o 

poseen luces de pequeño diámetro y están rodeadas por células endotelliales CD34 

positivas. Posteriormente, se forman múltiples acúmulos de células tumorales 

intraluminares, los cuales adquieren un gran tamaño. Este crecimiento provoca 

desplazamiento de los capilares del testículo normal hacia la periferia del nódulo. 

En estadios más avanzados de los tumores testiculares con patrón de crecimiento 

infiltrante, los microvasos son muy abundantes en el interior y alrededor de los tubos que 

contienen células de CIS (Fig. 6). El intersticio  contiene también células tumorales 

infiltrantes y estas áreas con microinfiltración se encuentra altamente vascularizado. 

2. Angiogénesis también se produce en relación a las áreas de necrosis y tejido de 

granulación en los TCGT. 

En el centro del nódulo tumoral, la angiogénesis es muy variable, observándose zonas 

que carecen de microvavasos. Esas zonas presentan células tumorales con signos de 

isquemia celular, esto es, de necrobiosis unicelular que progresivamente confluyen para 

formar las características áreas de necrosis tumoral, y de este modo, las áreas de necrosis 

presentes en los nódulos de los TCGTs. pueden llegar a ser muy extensas (Figs. 3 y 4). Estas 

áreas de necrosis son reemplazadas progresivamente por áreas de tejido cicatricial, en las 

que tiene lugar la formación de un tejido de granulación muy vascularizado. 

3. La angiogénesis está relacionada con la infiltración de linfocitos en los TCGTs 

En todos los tipos de TCGTs., la infiltración por linfocitos y macrófagos es muy 

considerable, siendo más prominente en los seminomas que en los TCGTs no- 

seminomatosos. Particularmente en los seminomas, las paredes de arteriolas y vénulas están 

invadidas por linfocitos que migran a través de las células endoteliales (Figs. 7 y 8). 

Algunos seminomas, incluso, muestran nódulos linfoides activos que presentan que están 

rodeados por una alta actividad angiogénica (Fig. 8). Los linfocitos son también abundantes 

en el interior de los tabiques conectivos intratumorales, rodean la pared de los microvasos -

hecho que se evidencia en todos los tipos de TCGTs- y, asimismo, se disponen en íntimo 

contacto con las células tumorales. Estos linfocitos se pueden identificar como linfocitos T-

citotóxicos CD8+ y T-auxiliadores CD4+ (Fig. 8). En todos los tipos de TCGTs son más 
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abundantes los linfocitos CD8+ que los CD4+; es más, en los seminomas el 70% de los 

linfocitos son células CD8+. 

4. Los receptores VEGF se expresan en las células tumorales y endoteliales de los 

TCGTs. 

Los tres anticuerpos contra receptores del factor de crecimiento de endotelio vascular 

(VEGF) - VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/Flk-1/KDR y VEGFR-3/Flt-4- se expresan en las 

células endoteliales de los capilares peritubulares e intersticiales, y en las células de Sertoli 

y de Leydig del testículo normal (datos no mostrados). En los TCGTs. estudiados, los 

distintos receptores de VEGF se marcaron intensamente positivos en las células endoteliales 

de cada microvaso y también en las células tumorales de cada tipo histológico de TCGTs., 

siendo el inmunomarcaje más fuerte en los seminomas (Flt-1, Fig. 5a, Flt-4, Fig. 5b, Flk-1, 

(Fig. 9). No se observaron diferencias particulares de expresión entre los tres tipos de 

receptores VEGF, con respecto a los diferentes patrones histológicos de TCGTs. 

5. El contenido en microvasos está reducido en TCGTs con respecto al testículo 

humano normal. 

La cuantificación de los microvasos en TCGTs se ha comparado con el número de 

microvasos presentes en el testículo normal (grupo control); en estos casos la cuantificación 

también se ha realizado usando el inmunomarcaje con el anticuerpo anti-células endoteliales 

CD34 (para identificar a los capilares) y anticuerpo anti-alfa-actina muscular (para evaluar 

las arteriolas y las vénulas). Los campos microscópicos en los que se efectuó la 

cuantificación fueron seleccionados aleatoriamente. Los TCGTs. mostraron menor número 

de microvasos que el obtenido en el testículo humano normal (p<0.01) (Tabla 1). En todos 

los casos estudiados de TCGTs, los seminomas presentaron mayor número de microvasos 

que los carcinomas embrionarios (p<0.01) y que los tumores del seno endodérmico 

(p<0.01). No se encontraron diferencias significativas entre la cuantificación de microvasos 

en los carcinomas embrionarios, con respecto a los datos obtenidos en los tumores del seno 

endodérmico. 
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Tabla 1. Cuantificación de microvasos en diferentes tipos histológicos de TCGTs. 
 

Testículo DV Capilares DV Arteriolas + Vénulas Total Microvasos 
Control 2.86 ± 0.43 2.67 ± 1.07 5.57 ± 1.29 
Seminomas  1.09 ± 0.38a  1.09 ± 0.37a  2.18 ± 0.66a 
Ca Embrionario    0.40 ± 0.17a,b    0.16 ± 0.18a,b    0.56 ± 0.26a,b 
T Seno End  0.46 ± 0.3a,b    0.12 ± 0.16a,b    0.59 ± 0.33a,b 
NS-TCGTs.  0.84 ± 0.47a    0.20 ± 0.19a,b    1.02 ± 0.52a,b 

a: p<0.001 con repecto al control. b: p<0.001 con respecto al seminoma 
 

 

La densidad de volumen (Dv) de los microvasos se expresa como el número de 

microvasos por unidad de volumen tisular, que es cuantificada aleatoriamente en todos los 

tejidos testiculares normales (grupo control) y en la mayoría de los casos con TCGTs. Para 

este estudio histométrico, los capilares fueron identificados inmunohistoquímicamente con 

el anticuerpo anti-CD34; mientras que las arteriolas, las vénulas y los vasos intratumorales 

aberrantes fueron identificados con el anticuerpo anti-alfa-actina muscular. Los datos se 

expresan mediante su media aritmética y error estándar de la media. Se ha considerado un 

nivel de significación de p<0.01. 

Cuantificación de microvasos en TCGTs.
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6. Alteración de Expresión de Moléculas candidatas oncogénicas en el CIS  

Las células del CIS expresan PCPH (Figs. 10 y 11), mientras que las espermatogonias 

basales normales solo expresan vestigios de inmunotinción de PCPH en el citoplasma 

perinuclear; asi mismo un marcaje muy débil también se puede observar en el citoplasma de 

células mas maduras de la espermatogénesis y en el interior de las células de Sertoli (Fig. 

10). 

PTOV-1, protooncogén bien caracterizado en próstata, muestra una señal muy intensa 

en el testículo humano, aunque es ubicuo en el. citoplasma de células de la línea germinal y 

en el de las células de Sertoli y de las células de Leydig; con todo, el inmunomarcaje de 

PTOV-1 se intensifica muy notoriamente en el citoplasma de las células de CIS (Fig. 12), 

sobretodo si se compara con la débil tinción de en las espermatogonias normales.  

KLF-6 es muy positivo en todas las variedades histológicas de TCGTs., tanto en los 

seminomas (Figs. 13, 14 y 15) como en los tumores no-seminomatosos y está 

sobreexpresado también en los coriocarciomas. Este incremento de intensidad de 

inmunotinción de KLF-6 se observa también en el citoplasma de las células del CIS, lo que 

contrasta con la muy débil tinción en las eseprmatogonias y células de Sertoli normales (Fig. 

13). Estos datos de inmunohistoquímica han sido comprobados también usando la 

inmunofluorescencia indirecta para la identificación de KLF-6, evaluando los resultados 

mediante estudio de microscopía confocal, tanto en testículos humanos normales (grupo 

control), como en casos con CIS (Fig. 16) o con las distintas variedades de TCGTs., siendo 

los resultados completamente superponibles en ambos métodos. 

En la presente Tesis hemos evaluado estas moléculas mediante métodos de Biología 

Molecular. En efecto, en relación con la proteína PCPH, hemos cotejado los resultados 

inmunohistoquímicos obtenidos en el CIS y TCGTs (y también en testículos normales del 

grupo control), mediante la evaluación molecular a partir de tejidos congelados en el 

momento de la extirpación testicular, con ulterior extracción de proteínas para estudios de 

electroforesis y "western blot". De este modo hemos identificado dos bandas precisas de 43 

y 27 kD para PCPH en la mayoría de los tumores estudiados. 
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Inmunoelectroforesis de PCPH en TCGTs. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los carriles números 1 y 8 corresponden a un control positivo de placenta humana en 

la que siempre se expresa intensamente la forma normal de PCPH, con un peso molecular 

aproximado de 43 kD. Los carriles números 5, 6 y 9 corresponden a testículos normales 

obtenidos en autopsias, cuyo estudio histológico general de los tubos seminíferos y del 

intersticio no reveló alteraciones significativas, ni cambios autolíticos; en todos estos casos 

normales se evidencia una banda intensa de PCPH a nivel de 43kD. y no se ve la banda de 
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menor peso molecular. El resto de carriles corresponden a seminomas y TCGTs. no-

seminomatosos y en ellos frecuentemente se identifica la banda alterada de PCPH de 27 kD, 

perfectamente inmunomarcada con el anticuerpo anti-PCPH.  

En los TCGTs. también hemos evaluado por inmunoelectroforesis la expresión de la 

fracción 1 de la proteína del gen PTOV, y en algunos tumores hemos observado bandas 

reveladas con el anticuerpo anti-PTOV-1 (Fig. 8b).  

 

Inmunoelectroforesis de PTOV-1  en TCGTs. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos inmunolectroforéticos de PTOV-1 en TCGTs. permiten distinguir la forma 

normal salvaje de PTOV y algunas bandas de menor peso moleculares que sugieren 

mutaciones o delecciones del gen de PTOV-1 y menos probablemente pudieran 

corresponder a fragmentos metilados. Los carriles 1 y 4 corresponden a testículos normales 

y el resto de carriles corresponden a cuatro TCGTs. no-seminomatosos y con varios 

componentes histológicos proliferantes. Dado que estos casos tenían un marcado grado de 

hemorragia y necrosis, aparece un fondo inespecífico; asímismo se observan bandas de alto 

peso molecular inespecíficas que corresponden a inmunoglobulinas circulantes, las cuales se 

acumulan en las áreas de hemorragia intratumoral. Los resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio son superponibles a las bandas obtenidas en el estudios moleculares de PTOV-1 

realizados en tejido prostático humano, concretamente en próstatas con neoplasia 

intraepitelial (PIN) y en carcinomas de próstata de bajo grado y de alto grado de la 

clasificación de Glisson (datos facilitados pro el Dr. Jaume Reventos, al analizar nuestro 

western blot, pero no incluidos en el presente estudio). 
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También en estudios de inmunoelectroforesis hemos encontrado bandas salvajes y 

formas de bandas anormales cuando se explora la actividad molecular de KLF-6. 

 

Inmunoelectroforesis de KLF6  en TCGTs. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El carril 2 y 6 corresponden a tejido testicular humano normal (Grupo control) y los 

carriles 1, 3, 4 y 5 corresponden a TCGTs. no-seminomatosos de patrón mixto o combinado. 

Nótese varias variantes de menor peso molecular, correspondientes a las variantes 1 y 2 de  

KLF6 que difieren de la forma salvaje de esta proteína. Los casos del grupo control solo 

presentan la forma salvaje de KLF6. 

Además, en la evolución por RT-PCR de KLF6 en TCGTs. hemos encontrado formas 

alternativas ("splicing" alternativo), que no están presentes en las muestra incluidas de 

testículos humanos normales (grupo control). Estos datos quedan más manifiestos cuando se 

calcula el cociente de KLF6 WT con respecto al KLF6 total; así, cuando este cociente sea 

más próximo a 1, tendremos una mayor proporción de formas normales de KLF6; por el 

contrario, cuanto más pequeño resulte el cociente, mayor será el número de variantes 

anormales de KLF6, lo cual ocurre en nuestros casos de TCGTs. en los que claramente 

predominan las formas anormales de KLF6, mientras que en los testículos del grupo control 

predominan las formas normales de KLF6. Se observa de una correlación entre una mayor 
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presencia de las variantes anormales de KLF6 en los TCGTs. que en los testículos normales 

(Fig.17). 

7. Mecanismos de infiltración de las células del CIS y su transformación en un TCGTs. 

Las células del CIS, cuando dan origen a un TCGT infiltrante, tienen que atravesar la 

lámina basal del tubo seminífero y penetrar las numerosas células y estructuras que forman 

la pared del tubo, incluyendo las células mioides peritubulares, la capa externa de 

fibroblastos peritubulares, las fibras elásticas, el colágeno y la matriz extracelular. La 

respuesta de la pared tubular a esta agresión de las células del CIS es multifactorial, pero 

puede concretarse en dos fenómenos fundamentales: 1) la degeneración de la lámina basal, 

células mioides y matriz extracelular y 2) la respuesta local de células inmunocompetentes, 

que se disponen alrededor de la pared tubular. En un primer estadio, la lámina basal se hace 

discontinua y a través de sus soluciones de continuidad penetran las células de CIS. 

Concomitante con esta capacidad infiltrativa, la pared peritubular presenta rarefacción de las 

fibras de colágeno y degeneración de la matriz extracelular, que adquiere un aspecto más 

mixoide; así mismo, se observan fenómenos de elastolisis y progresiva disminución de las 

células mioides peritubulares. Alrededor de estos tubos seminíferos con CIS y pared 

degenerada se van a disponer abundantes células inmunocompetentes (Fig. 18), las cuales, 

en principio atraviesan la pared peritubular y migran hacia el interior de los tubos 

seminíferos que contienen CIS, pero cuando las células tumorales alcanzan la pared 

peritubular, aumenta notoriamente el número de células inmunocompetentes se 

entremezclan con las células tumorales, sobre todo cuando el CIS se convierte en un tumor 

microinfiltante en el intersticio testicular. 

El estudio cuantitativo del inmunofenotipo de estas células inmunocompetentes 

dispuestas alrededor de los tubos con CIS demuestra una significativa mayor respuesta de 

linfocitos T CD 3 positivos que de linfocitos B CD 20 positivos y que de células plasmática 

kappa o lambda positivas, siendo muy escaso los macrófagos CD68 que se localizan en la 

pared de los tubos seminíferos con CIS. El número de linfocitos T CD4 positivos presentes 

en la pared de los tubos con CIS es significativamente mayor que el número de linfocitos T 

CD8 positivos. 
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Cuantificación de células inmunocompetentes en la pared de los tubos 

seminíferos con CIS 

 

Los datos están expresados como número total de linfocitos T, linfocitos B, células 

plasmáticas y macrófagos infiltrantes por sección tubular con CIS. 
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Fig. 1. Distribución de microvasos en los diferentes tipos de TCGTs. 

a) Seminoma que contiene un alto número de capilares. 

b). Detalle del inmunomarcaje del citoplasma de las células endoteliales en un capilar 

dilatado de un seminoma. 

c) Seminoma con un bajo número de capilares.  

d) Seminoma con abundantes capilares asociados con vénulas dilatadas y vasos de contorno 

irregular. 

e) Tumor del seno endodérmico que presenta un vaso de pequeño tamaño, sugestivo de 

vena, que muestra una delgada pared muscular, marcada con intensa expresión de alfa-

actina muscular. 

f) Carcinoma embrionario con patrón papilar. Nótese la distribución irregular de microvasos 

que centran las formaciones papilares. 

g) Tumor del seno endodérmico de patrón sólido altamente vascularizado con evidentes 

capilares y vénulas de contorno irregular. 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a-d,f,g). 

Anticuerpo anti-alfa-actina muscular y hematoxilina (e). 
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Fig. 2. Patrones angiogénicos en TCGTs. no-seminomatosos 

a) Imagen panorámica de un carcinoma embrionario con amplias áreas de necrosis 

b) TCGTs. mixto, con patrón de tumor del seno endodérmico y de carcinoma embrionario 

de predominio del patrón glandular, con irregular distribución de los vasos sanguíneos. 

Nótese la presencia de vasos venosos de pequeño calibre con pared muy irregular. 

c) Papila vascular de Shiller-Duval,  centrada por un vaso dilatado, y área sólida adyacente 

avascular en un tumor del seno endodérmico. 

d) Nódulo de carcinoma embrionario de patrón sólido y carente de neovasculatura. En el 

tejido conjuntivo, por fuera de la pared desmoplásica se observan vasos capilares 

neoformados  

e) Imagen panorámica de un nódulo tumoral sólido, densamente celular y aparentemente 

encapsulado, correspondiente a un tumor del seno endodérmico, bien delimitado  

f) Patrón tubular y sólido de un tumor del seno endodérmico pobremente vascularizado 

g) Tumor del seno endodérmico de patrón glandular y seudopapilar con evidente 

angiogénesis 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a-g). 
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Fig. 3. Angiogénesis asociada a necrosis y tejido de granulación en 

diferentes tipos histológicos de TCGTs. 

a) Imagen panorámica de un seminoma que muestra la interfase de un nódulo tumoral y un 

parénquima testicular atrófico. Destaca la extensa área necrótica en la vecindad de la masa 

tumoral, en la que se aprecia una distribución heterogénea de los vasos. 

b) Carcinoma embrionario con escaso desarrollo vascular, rodeado por un área de necrosis 

que contiene un tejido de granulación con intensa angiogénesis. 

c) Amplia cicatriz postnecrótica en la que se evidencia un comienzo de proliferación de 

células endoteliales y microvasos ; adyacentemente se observan células de seminoma con 

citoplasma claro y mal definido, sugerente de cambios isquémicos. 

d) Tejido de granulación situado en la capa externa de la albugínea, en el que no se 

visualizan células malignas. En la túnica vasculosa de la albugínea testicular se observan 

yemas angiogénicas adyacentes a un tumor del seno endodérmico parcialmente necrosado. 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a-d). 
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Fig. 4. Cambios isquémicos en los TCGTs. 

a) Carcinoma embrionario de patrón glandular con escaso desarrollo vascular, asociado a 

área necrótica con comienzo de angiogénesis.  

b) Detalle del mismo caso en el que se observan vasos muy dilatados, de contorno irregular, 

escasos microvasos y amplias áreas avasculares de necrosis reciente. 

c) Proliferación de capilares, células endoteliales aisladas y formación de angiotubos, 

asociados a intensos infiltrados linfo-plasmocitarios en un tumor del seno endodérmico con 

signos de degeneración isquémica. 

d) Seminoma con proliferación de células endoteliales aisladas e inmunomarcadas con anti-

CD34, e inicio de permeabilización de luces en los capilares neoformados. 

e) Cicatriz desmoplásica con evidente proliferación de células endoteliales aisladas 

inmunomarcadas y neoformación de vasos capilares. En la vecindad existen células de 

seminoma parcialmente degeneradas. 

f) Vasos venosos aberrantes en un seminoma necrosado. 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a-f). 
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Fig. 5. Microvasos en relación con TCGTs. intratubulares 

a) Neoplasia intratubular indiferenciada de células germinales, con posible diferenciación 

hacia carcinoma embrionario y con completa ausencia de microvasos. 

b) Nódulo tumoral de grandes dimensiones, probablemente aún un seminoma intratubular, 

en el que no se evidencian células endoteliales ni formación de microvasos capilares. 

c) Nódulo de grandes dimensiones y con intensa angiogénesis. 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a-c). 
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Fig. 6. Inicio de angiogénesis en seminomas intratubulares 

a) CIS y neoplasia intratubular indiferenciada de células germinales. Los tubos seminíferos 

que contienen CIS muestran ausencia de angiogénesis; mientras que, los tubos dilatados con 

tumor intratubular presentan una pared peritubular engrosada avascular, con un solo capilar 

intratubular. 

b) Nódulo tumoral con una gran proliferación de células germinales indiferenciadas. Es 

evidente una marcada angiogénesis en la periferia y en el centro del nódulo tumoral. 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a y b) 
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Fig. 7. Relación entre la angiogénesis y los infiltrados linfoides en los 

TCGTs. 

a) Se observan células de seminoma infiltrante asociadas a un alto número de microvasos y 

a una importante infiltración de linfocitos. Destaca que los linfocitos se disponen en 

contacto íntimo con las células tumorales y con los microvasos neoformados. 

b) Zona periférica de un seminoma infiltrante que presenta una profusa angiogénesis en los 

tabiques conjuntivos, asociados con abundante infiltración de células linfoides. 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a-b) 
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Fig. 8. Relación entre la angiogénesis y los infiltrados linfoides en los 

TCGTs. 

a) Nódulo linfoide en un seminoma que muestra formación de microvasos en la interfase de 

la corona linfocitaria folicular con las células tumorales adyacentes. 

b) Seminoma en el que se evidencia una migración de linfocitos a través de la pared de los 

vasos intratumorales. 

c) Tabique conectivo-vasculares con abundantes células inmunocompetentes perivasculares 

y con evidente reacción angiocéntrica. Seminoma testicular. 

d) Detalle de inicio de angiogénesis asociado a infiltración linfocitaria en un seminoma con 

signos de necrobiosis. 

e) Acúmulos irregulares de linfocitos T CD8+ dispuestos en el tejido conjuntivo intersticial 

de un seminoma. 

f) Presencia de linfocitos T CD4+ en los tabiques conectivos y entre las células tumorales de 

un seminoma. 

g) Masa irregular de linfocitos en la que existe una intensa angiogénesis, si se compara con 

la pobre microvasculatura del seminoma adyacente. 

h) Destaca la intensa proliferación de células endoteliales en el interior del nódulo linfoide. 

En la periferia se observan capilares neoformados en el seno de un seminoma con 

importante infiltración de linfocitos. 

Anticuerpo anti-CD34 y hematoxilina (a-d y g,h). 

Anticuerpo anti-linfocito T CD8+.y hematoxilina (e). 

Anticuerpo anti-linfocito T CD4+ y hematoxilina (f). 
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Fig. 9. Expresión de diferentes receptores de VEGF en TCGTs. 

a) Seminoma con intensa expresión del receptor VEGF-Flt-1 en las células tumorales y 

también en el endotelio (flecha) de los capilares neoformados. 

b) Sección seriada del mismo seminoma visto en la figura a. El receptor VEGF-Flt-4 se 

expresa en las células germinales tumorales y en las células de los microvasos proliferantes 

(flecha). 

c) Sección seriada del mismo seminoma visto en la figura a. Tanto las células tumorales, 

como las células endoteliales de los microvasos (flecha) son positivas para el receptor 

VEGF-Flk-1. 

Anticuerpo anti-VEGF-Flt-1.y hematoxilina (a). 

Anticuerpo anti-VEGF-Flt-4 y hematoxilina (b). 

Anticuerpo anti-VEGF-Flk-1.y hematoxilina (c). 
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Fig. 10. Expresión de PCPH en seminomas y CIS 

a) Intenso inmunomarcaje con anti-PCPH en el citoplasma perinuclear de todas las células 

del seminoma. Nótense trazas de positividad en el citoplasma de las células endoteliales de 

la arteriola del tabique tumoral. 

b) Patrón lineal de membrana y granular perinuclear característico de la expresión de PCPH 

c) Robusta tinción inmunohistoquímica con anti-PCPH en el citoplasma de las células del 

seminoma. Destaca el marcaje virtual de los linfocitos peritumorales. 

d) Células muy pleomórficas de un seminoma testicular con una disminución significativa 

de la intensidad de tinción con anti-PCPH. 

e) Tubo seminífero atrófico con CIS. Las células malignas presentan una intensa 

inmunotinción de PCPH en el citoplasma. Destaca la ausencia de tinción de fondo 

inespecífica en la pared peritubular intensamente colagenizada. 

f) Tubo seminífero muy dilatado ocupado por abundantes células de seminoma intratubular, 

la cuales producen una dilatación, adelgazamiento y parcial degeneración de la pared 

peritubular. 

g) Seminoma intratubular en tubo con degeneración completa de su pared y abundantes 

infiltrados linfoides. Nótese la salida de células tumorales a través de soluciones de 

continuidad de la membrana basal tubular. 

Anticuerpo anti-PCPH y hematoxilina (a-g). 
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Fig. 11. Expresión de PCPH en el carcinoma embrionario y en el tumor de 

seno endodérmico 

a) Intensa expresión en el componente glandular de un carcinoma embrionario. 

b) Detalle de la figura anterior con evidente inmunoexpresión de PCPH en el glicocálix 

glandular. 

c) Áreas proliferativas de epitelio glandular desdiferenciado en un carcinoma embrionario 

con menor expresión de PCPH. 

d) Patrón sólido con células de carcinoma embrionario inmaduras que siguen mínima 

expresión de PCPH si se compara con el epitelio glandular. 

e) Cuerpo embriode con intensa expresión de PCPH en las células de revestimiento del 

componente embrionario y extraembrionario. 

f) Vesícula extraembrionaria de un cuerpo embriode revestido por un epitelio plano con 

trazas de inmunotinción de PCPH. 

g) Detalle del caso anterior, en donde se comprueba marcaje de PCPH en el componente 

embrionario y extraembrionario. 

h) Componente glandular y sinusal de un tumor de seno endodérmico con mínima expresión 

de PCPH. 

i) Áreas sólidas y edematosas de un tumor del seno endodérmico compuesto por células 

fusiformes que contienen trazas de marcaje de PCPH. 

j) Glicocálix intensamente marcado con anti-PCPH en el componente glandular de un tumor 

del seno endodérmico. 

k) Células monstruosas de sincitiotrofoblasto en un TCGT combinado que muestran un 

intenso marcaje con anti-PCPH. 

Anticuerpo anti-PCPH y hematoxilina (a-k). 
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Fig. 12. Expresión de PTOV-1 en TCGTs. 

a) Intensa expresión del PTOV-1 en el citoplasma de todas las células de seminoma y 

ausencia de inmunomarcaje en los linfocitos infiltrantes en el tumor. 

b) Inmunomarcaje intenso con anti-PTOV-1 en toda la superficie del citoplasma de las 

células de Sertoli y también en el citoplasma perinuclear de las células del CIS. Nótese la 

ausencia de tinción inespecífica de fondo en el colágeno de la pared peritubular.  

c) Área de carcinoma embrionario con irregular distribución de inmunomarcaje en el 

epitelio glandular. 

d) No se observan cambios de intensidad de tinción de PTOV-1 en las áreas glandulares 

más diferenciadas de carcinoma embrionario, con respecto al patrón sólido inmaduro. 

e) Carcinoma embrionario de patrón sólido con moderada expresión de PTOV-1 

f) TCGT combinado, con característico patrón en guirnalda en el que se entremezclan 

vesículas de seno endodérmico con glándulas de carcinoma embrionario. En ambas 

estructuras la inmunoexpresión de PTOV-1 es muy evidente en el citoplasma apical de las 

células tumorales. 

g) Formaciones glandulares malignas con intenso marcaje de PTOV-1, lo que contrasta con 

la tenue tinción del citoplasma de las células mesenquimales. Tumor del seno endodérmico. 

Anticuerpo anti-PTOV-1  y hematoxilina (a-g). 
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Fig. 13. Expresión de KLF6 en el testículo normal y en las células de CIS 

a) Tubo seminífero normal, con mínima tinción de fondo e inmunomarcaje de las 

espermatogonias. 

b) Detalle de la figura anterior en el que se observa inmunotinción de KLF6 en el 

citoplasma de todas las espermatogonias basales. 

c) Tubo seminífero con moderada hipoespermatogénesis y presencia de espermatogonias 

hipertróficas. La expresión de KLF6 es tenue en las espermatogonias basales. 

d) CIS con células neoplásicas que muestran intensa tinción de KLF6. 

e) La expresión de KLF6 en las células del CIS se evidencia en el citoplasma perinuclear y 

está ausente en las células de Sertoli. Las células de Leydig están intensamente 

inmunomarcadas. 

f) La mayoría de las células del CIS presentan inmunodetección de KLF6 focal con un 

típico patrón de marcaje del complejo de Golgi. 

g) Seminoma testicular con una muy intensa expresión de KLF6 de todo el citoplasma 

perinuclear, lo que contrasta con el marcaje focal del citoplasma de las células del CIS del 

tubo seminífero adyacente al tumor infiltrante. 

Anticuerpo anti-KLF6 y hematoxilina (a-g). 
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Fig. 14. Inmunomarcaje de KLF6 en los TCGTs. infiltrantes 

a) Seminoma testicular con un patrón de tinción de KLF6 multifocal en el citoplasma 

perinuclear. 

b) El inmunomarcaje de KLF6 en las células de este seminoma es tenue y este epítope está 

ausente en los linfocitos infiltrantes. 

c) Componente glandular de un carcinoma embrionario con moderada expresión de KLF6. 

d) Variable expresión de KLF6 en células pobremente diferenciadas de un carcinoma 

embrionario de patrón glandular. 

e) Destaca la disminución de expresión de KLF6 en las áreas sólidas de un carcinoma 

embrionario, si se compara con el componente de diferenciación glandular. 

f) Vestigios de KLF6 en el componente sólido de carcinoma embrionario e intensa 

inmunoexpresión en el componente de seno endodérmico en un TCGT combinado. 

Anticuerpo anti-KLF6 y hematoxilina (a-f). 
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Fig. 15. Expresión de KLF6 en TCGTs. mixtos 

a) Senos endodérmicos revestidos por un epitelio cúbico o plano con trazas de 

inmunomarcaje de KLF6. 

b) El componente sinusal del tumor es muy irregular y está rodeado por células fusiformes y 

estroma mixoide con tenue expresión de KLF6. 

c) Se observa una mayor intensidad de KLF6 en las células cúbicas que en las células 

aplanadas de revestimiento de los senos endodérmicos. La mayoría de las células fusiformes 

sólo muestran trazas de KLF6. 

d) Mínima diferenciación glandular con intenso marcaje de KLF6 si se compara con los 

vestigios de tinción en el componente fusocelular predominante en este tumor del seno 

endodérmico. 

e) Característico patrón en guirnalda de un TCGT mixto en el que se observa una evidente 

mayor expresión de KLF6 en la diferenciación de senos endodérmicos (zona inferior de la 

imagen) que en el componente glandular y sólido del carcinoma embrionario. 

f) Diferenciación de cito y sincitiotrofoblasto con intenso marcaje de KLF6 si se compara 

con las células tumorales desdiferenciadas y con el tabique fibroso adyacentes. 

Anticuerpo anti-KLF6 y hematoxilina (a-f). 
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Fig. 16. Expresión de KLF6 en TCGTs.: microscopía confocal 

a) Testículo humano normal. Composición digitalizada de múltiples cortes obtenidos 

mediante microscopía confocal. Inmunofluorescencia indirecta con anti-KLF6 en la que se 

evidencia ausencia de marcaje en las células del epitelio germinal y autocontrol positivo de 

intensa fluorescencia de KLF6 específica en las células de Leydig. 

b) CIS con intenso marcaje fluorescente de KLF6 en el citoplasma perinuclear de las células 

malignas. 

Anticuerpo anti-KLF6  (a y b). 





Resultados    66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.17. Expresión de KLF6 en teratomas y evaluación molecular de KLF6 

en TCGTs. por técnica de RT-PCR 

a) Intenso inmunomarcaje de KLF6 en el componente glandular y mínima expresión en el 

componente mesenquimal de un teratoma maduro. 

b) Interfase epitelio-mesenquimal en un teratoma inmaduro con moderada expresión de 

KLF6. 

c) TCGT combinado en el que se observa un espectro de expresión de KLF6, con mayor 

intensidad en la diferenciación epitelial de carcinoma embrionario y de tumor de seno 

endodérmico que en las áreas mesenquimales desdiferenciadas de un teratoma inmaduro. 

d) Teratoma inmaduro con intenso o moderado inmunomarcaje de KLF6 en la 

diferenciación epitelial y leve marcaje en el componente mesenquimal de un teratoma 

inmaduro. 

e) Evaluación de KLF6 total y forma salvaje ("WT: wyle type") mediante RT-PCR en ocho 

casos diagnosticados de TCGT y en dos testículos humanos normales (grupo control, 

carriles 2 y 9). En el gráfico se muestra el cociente entre la forma salvaje y el total de KLF6. 

Anticuerpo anti-KLF6 y hematoxilina (a-d). 
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Fig. 18. Cambios de las células de Sertoli y pared tubular asociados al CIS 

a) Células de CIS dispuestas en el compartimento basal del tubo seminífero y rodeadas 

completamente por células de Sertoli con intensa expresión de PCPH. 

b) Degeneración de las células de Sertoli en el CIS. 

c) Desprendimiento de las células de Sertoli hacia la luz tubular y alteración del patrón de 

membrana de expresión de beta-catenina; nótese un pared peritubular engrosada y 

desestructurada. 

d) Tubo seminífero con CIS asociado a un seminoma intratubular: en ambos tubos se 

observa un importante adelgazamiento y degeneración de la pared peritubular. 

e) Pared peritubular edematosa e infiltrada por linfocitos en un tubo con células de CIS. 

f) Detalle de una pared peritubular hialinizada que muestra rarefacción inicial de las fibras 

de colágeno asociada a la migración de linfocitos. 

g) Patrón de tubulitis en el CIS, caracterizado por abundantes linfocitos T CD4 + que 

destruyen la pared peritubular y se acumulan en la luz, entremezclándose con las células 

neoplásicas. 

Anti-PCPH y hematoxilina (a). 

Anti-vimentina y hematoxilina (b). 

Anti-beta-catenina y hematoxilina (c). 

Anti-fosfatasa alcalina placentaria y hematoxilina (d). 

Hematoxilina-eosina (e,f). 

Anti-linfocitos CD4 y hematoxilina (g). 
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Los TCGTs. pueden clasificarse en tres grupos: a) TCGTs. infantiles-prepuberales, b) 

TCGTs. de adolescentes y adultos jóvenes y c) seminomas espermatocíticos.163 Dos 

aspectos histológicos hacen únicos los TCGTs., con respecto a los tumores germinales 

ováricos y extragonadales: la presencia del CIS y el desarrollo de la variante de seminoma 

espermatocítico.199 Los TCGTs. mixtos o combinados representan aproximadamente el 30-

50% de todos los tumores testiculares, y curiosamente se ha encontrado una 

inexplicablemente fuerte asociación entre teratomas y tumores del seno endodérmico.132 

 El presente estudio se centra en primer lugar en los mecanismos implicados en la 

angiogénesis en lso TCGTs. Se sabe que las alteraciones en el normal control de la 

regulación de los mecanismos de angiogénesis pueden contribuir al peculiar crecimiento, 

progresión y agresividad clínica que experimentan los distintos tipos de tumores sólidos. En 

los TCGTs. hemos utilizado el anticuerpo anti-células endoteliales CD34 con el fin de 

identificar correctamente las células endoteliales aisladas y los capilares neoformados 

entremezclados con las células tumorales, ya que, en ocasiones es difícil identificarlos por 

métodos histológicos convencionales. Además, hemos usado el anticuerpo anti-alfa-actina 

muscular para identificar las arteriolas, las vénulas, así como otros tipos de vasos 

intratumorales anormalmente desarrollados. La justificación del uso de ambos anticuerpos 

como marcadores de la microvascularización ha sido ampliamente aceptada.171 

Está establecido que la microvascularización del testículo humano normal está 

constituida por capilares, arteriolas y vénulas.161 Los capilares intersticiales están en 

estrecho contacto con las células de Leydig, y rodean los tubos seminíferos.62,64,66,161 

Nuestros resultados inmunohistoquímicos en testículos humanos normales permiten 

distinguir claramente vasos capilares (revestidos por células endoteliales CD34 positivos) 

con respecto a vasos de mayor calibre (arteriolas-vénulas) que, además de expresar este 

epítope endotelial, están rodeados por una fina pared muscular, específicamente marcada 

mediante el anticuerpo anti-alfa-actina de músculo liso.42 

De este modo, el presente estudio cuantitativo de la microvasculatura del testículo 

normal demuestra que el empleo del aticuerpo anti-CD34 permite identificar un mayor 

número de microvasos que el obtenido cuando se cuantifican los vasos que expresan actina 

de músculo liso. Esta misma situación ocurre cuando se cuantifican los microvasos en los 

TCGTs, concluyéndose que en los tumores testiculares también predominan los capilares 
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sobre los vasos de mayor tamaño del lecho microvascular. Sin embargo, el estudio 

histométrico efectuado con ambos anticuerpos ha demostrado que los TCGTs. presentan una 

disminución significativa del número de microvasos por unidad de volumen tisular, cuando 

se compara con el obtenido en los testículos del hombre normal (grupo control).42 Nuestros 

resultados están en desacuerdo con estudios previos de angiogénesis en neoplasias 

testiculares, los cuales encuentran un incremento significativo en el número de microvasos 

en los TCGTs, cuando eran comparados con el testículo normal;102 sin embargo, en ese 

estudio, no se realizó una selección aleatoria de las áreas que se iban a cuantificar, antes 

bien, sólo se evaluaron y cuantificaron histométricamente las áreas más vascularizadas. En 

otros estudios centrados en la angiogénesis de los TCGTs. no se realizó una comparación 

entre el número de microvasos encontrados en los TCGTs y los presentes en el testículo 

normal.4,75,141,206 Nosotros hemos encontrado que el recuento de los microvasos es mayor en 

los seminomas que en los carcinomas embrionarios y tumores del seno endodérmico. Hasta 

ahora, en nuestro conocimiento, no se había realizado la comparación del patrón 

microvascular entre los diferentes tipos histológicos de TCGTs, con la excepción del trabajo 

de Jones et al.102 que, valorando exclusivamente las áreas más vascularizadas de la muestra 

histológica, encontraron un elevado contenido de microvasos en las áreas más 

vascularizadas del teratoma -sin especificar su naturaleza madura o inmadura- respecto a 

esas mismas áreas mas vascularizadas en los seminomas, no habiéndose evaluado en este 

estudio casos de carcinoma embrionario o con tumor del seno endodérmico, tumores 

testiculares muy frecuentes y de singular importancia en la evolución clínica y actitud 

terapéutica. 

En el parénquima testicular conservado adyacente a los TCGTs., cuando se estudia 

pormenorizadamente, se detecta células de CIS en un número alto de casos.98  Sin embargo, 

en nuestro conocimiento no existen estudios centrados en la posible participación de las 

células del CIS en relación con la microvascularización testicular y con los mecanicismos 

iniciales implicados en la angiogénesis de los TCGTs. Es interesante considerar que el bajo 

número de capilares en los TCGTs pudiera estar relacionado con el particular origen de 

estas neoplasias en el interior de los tubos seminíferos, que, como es bien sabido, carecen de 

vasos sanguíneos. De hecho, las células del CIS proliferan en el interior de los tubos 

seminíferos, y en un primer estadio de proliferación de estas células malignas, el tamaño de 

los tubos seminíferos no cambia o es incluso más pequeño, puesto que el CIS habitualmente 
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se desarrolla en tubos atróficos, sobretodo en testículos criptorquídicos tardíamente 

descendidos en niños o aún presentes en hombres adultos.51 Posteriormente, en estadios más 

avanzados de la proliferación de las células del CIS, el tubo seminífero aparece muy 

dilatado y repleto de células malignas, usándose en este caso particular el término de 

seminoma intratubular (para revisión, ver trabajo de Dieckmann y Skakkebaek, 199955). En 

estos tubos muy dilatados repletos de células de CIS, los capilares peritubulares -los cuales, 

en el testículo normal, se localizan en las proximidades de los tubos seminíferos y rodean 

externamente a la pared peritubular-, son progresivamente rechazados hacia la periferia de 

estos tubos seminíferos que rápidamente aumentan notoriamente de diámetro.65,66 Incluso, 

en estadios aún más avanzados de esta masiva proliferación intratubular de células malignas 

de CIS, la masa tumoral crece de manera extraordinaria -transformándose ahora en 

verdaderos micronódulos tumorales-, pero los microvasos aún pueden permanecer en la 

periferia del los tubos seminíferos. 

Este primer patrón de crecimiento de los TCGTs. en el interior de tubos seminíferos 

pudiera, en parte, explicar el bajo número de microvasos que hemos cuantificado en los 

TCGTs. En este sentido, en los estadios poco avanzados de tumores no expansivos de otras 

localizaciones -carcinoma in situ o tumores microinfiltrantes-, se ha postulado que los 

requerimientos nutricionales del tumor son aportados suficientemente por los sistemas de 

redes vasculares de las proximidades de las células tumorales.12 Por ejemplo, en neoplasias 

intraepiteliales de próstata, los capilares se localizan en la proximidad de las membrana 

basal de los ductos y acinos prostáticos. Por el contrario, en el carcinoma invasivo de 

próstata, los capilares son abundantes y están intercalados en el estroma tumoral y los septos 

intersticiales.131 De otra parte, se sabe que la organización de los microvasos en las áreas 

angiogénicas desarrolladas en los tumores difiere de la habitual disposición de los 

microvasos presentes en los tejidos normales, y no solo en su estructura microscópica, sino 

también en su función.71,177 Asimismo, también en  los diferentes tipos de TCGTs 

estudiados se pueden observarse estructuras dilatadas e irregulares que difieren de los vasos 

de órganos normales y que recuerdan histológicamente a la estructura de verdaderas fístulas 

y formaciones arteriovenosas. 

Está bien establecido que la actividad angiogénica en tumores -y también en procesos 

inflamatorios- está modulada por la acción selectiva de numerosos procesos inmunológicos, 



Discusión    72 

siendo los más importantes los mediados por los linfocitos T dispuestos en íntima vecindad 

con las células neoplásicas. En este sentido, es bien conocido que los seminomas testiculares 

desencadenan una importante respuesta del sistema inmune, que involucra principalmente a 

macrófagos y lifocitos T.196 En el presente estudio se han encontrado linfocito T-

auxiliadores CD4+ y linfocitos T-citotóxicos CD8+ que se disponen frecuentemente 

alrededor de los vasos sanguíneos intratumorales. Estos linfocitos podrían modular los 

mecanismos angiogenéticos de los tumores testiculares, tal como se ha descrito en otros 

tipos de tumores y en el tejido de granulación, caracterizado también por una intensa 

angiogénesis. Sin embargo, es probable que la angiogénesis sea el resultado de la activación 

de factores producidos por las células malignas, como el factor de crecimiento del endotelio 

vascular (VEGF) y sus receptores, los cuales pueden ser producidos por las células de los 

TCGTs.102,206 En el testículo humano normal hemos encontrado receptores de VEGF en las 

células endoteliales de los capilares peritubulares, así como en las células de Sertoli y en las 

de Leydig y además estos receptores los hemos inmunolacalizados en las áreas de 

parénquima testicular no infiltradas por el tumor. Estos hallazgos concuerdan con estudios 

previos en testículos humanos normales.63,179 Nuestro estudio, además, demuestra que los 

tres receptores de VEGF explorados están ampliamente expresados en las células 

endoteliales de los capilares dispuestos en íntimo contacto con las células tumorales, con 

independencia de la presencia o ausencia de células inflamatorias dispuestas alrededor o en 

la propia pared de los vasos intratumorales, lo que sugiere que las células malignas de los 

TCGTs son las principales productoras de los factores de crecimiento que inducen la 

proliferación de células endoteliales entre las células neoplásicas. Este resultado está en 

acuerdo con estudios previos102,206 que muestran sobreexpresión de VEGF en las células 

tumorales de TCGTs. Además, por primera vez se ha demostrado que el receptor F1t-4 está 

presente en el testículo humano normal y en los TCGTs.; este peculiar receptor sólo se había 

localizado previamente en tumores de  células de Leydig.108 La presencia de receptores de 

VEGF en las células de los TCGTs. de nuestro estudio indica un posible papel autócrino 

para el VEGF presente en las células de TCGTs que favorecería, no solo el desarrollo de 

una neoformación de vasos capilares en estos tumores, sino también una cierta actividad 

mitogénica de las células germinales tumorales, dato que ha sido evidenciado en otras 

células no endoteliales.125 
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Los TCGTs. tienen, pues, un crecimiento rápido debido a una intensa actividad 

proliferativa, pero también pueden experimentar mecanismos de regresión natural que son, 

en primer lugar el frecuente y extenso desarrollo de áreas de necrosis y en segundo lugar, 

con menos repercusión en la evolución de la masa tumoral, los fenómenos de apoptosis. 

Referente a estos últimos mecanismos de apoptosis en los TCGTs., se ha encontrado una 

hiperexpresión de la molécula Mcl-1, un miembro de la familia anti-apoptótica Bcl-2, este 

dato es sugerente puesto que se ha demsotrado que miembros de la familia de Bcl-2 

participan en los constantes fenómenos de apotosis que regulan las células germinales 

normales, concluyendo que Mcl-1que se relaciona con la progresión maligna de los 

TCGTs.173 De otra parte, los TCGTs. presentan altos niveles de p53, pero este p53 se 

encuentra en un estado de latencia,47 asimismo, recientemente se ha investigado la relación 

entre la expresión de p21 y la sensibilidad de las células de TCGTs. al estímulo apoptótico, 

de modo que niveles bajos de proteina p21 están causados por una reducción de 

transcripción del gen p21, lo cual pudiera, al menos en estudios in vitro, determinar cambios 

de la respuesta de células de TCGTs. tratadas con cisplatino.187 

En referencia a la necrosis, tan frecuente en los seminomas y también en los TCGTs. 

no-seminomatosos, lo cual sugiere un intenso y rápido crecimiento de la masa tumoral,99,164 

los cambios patológicos pueden explicarse, en parte, si se tiene en cuenta el bajo número de 

microvasos que hemos encontrado en los diferentes tipos de TCGTs.; dicho de otro modo, la 

alta actividad proliferativa de los TCGTs.4 no conlleva el desarrollo de un número adecuado 

de microvasos, de una angiogénesis idónea, lo que dificultará  el mantenimiento de la 

oxigenación, la nutrición y otras actividades metabólicas de todas las células tumorales. 

Las áreas de necrosis que frecuentemente se observa en la mayoría de los tumores de 

numerosos órganos -y también la necrosis  que está presente en la mayoría de los procesos 

inflamatorios- son progresivamente reemplazadas por un tejido de granulación y 

ulteriormente por una cicatriz fibrosa. Estos procesos también ocurre en las áreas de 

necrosis de los TCGTs. que son progresivamente sustituidas por fibrosis y un tejido de 

granulación, en el que se observa una intensa proliferación de capilares en las áreas 

necróticas, que, en ocasiones, recuerda a verdaderos angiomas. En definitiva, estos 

hallazgos observados en relación con los TCGTs. son bastante similares a los que ocurren 

en las distintas fases de desarrollo del tejido de granulación que se pueden desarrollar por 
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múltiples causas -incluídas las neoplásicas- en otros órganos.177 En nuestra opinión, esta 

angiogénesis postnecrótica presente en los TCGTs es exclusivamente reactiva al proceso de 

reparación tisular del área necrosada, y no es el resultado de los procesos de angiogénesis 

desencadenados directamente por las células tumorales. Por tanto, la abundante 

angiogénesis descrita en otros trabajos previos de TCGTs. no debe ser considerada como 

una angiogénesis tumoral. Es más, en un estudio de angiogénesis de TCGTs. en el que se ha 

descrito un elevado número de vasos,141 las figuras publicadas en este trabajo muestran 

claramente que los microvasos se disponen abundantemente en el tejido necrótico o en el 

tejido de granulación, pero no son evidentes en las áreas que contienen células tumorales, lo 

que invalida, en nuestra opinión, los resultados de este estudio. 

El bajo contenido de microvasos presente en los TCGT es probable que provoque una 

inducción de los mecanismos de hipoxia tisular de algunas áreas del tumor, como ocurre en 

otros tipos de tumores.84,216 Esta hipoxia puede ser la causa que induzca los cambios 

isquémicos en las células tumorales, y en consecuencia provoquen la necrosis en esas áreas. 

Y estas áreas isquémicas son las que en determinados seminomas, tumores habitualmente de 

un crecimiento sólido, muestran un patrón de crecimiento tubular, lo que puede confundirse 

con tumores del seno endodérmico, neoplasias mucho más agresivas que requieren un 

adecuado tratamiento poliquimioterápico.200 

Es interesante mencionar que la hipoxia ha sido demostrada como regulador positivo 

de la expresión de VEGF en diferentes órganos, incluido el testículo.123,180,206 La unión de 

VEGF a sus receptores en las células endoteliales puede favorecer la proliferación y la 

angiogénesis en las áreas de necrosis, dando lugar a la formación de un tejido de 

granulación altamente vascularizado, como hemos visto en el presente trabajo de TCGTs. 

Este resultado está de acuerdo con la relación directa entre los niveles de expresión de 

VEGF y el contenido de microvasos de los TCGTs.206 Además, se ha demostrado que el 

VEGF incrementa la permeabilidad de la microvasculatura,44,165 un hecho que puede 

relacionarse con los comunes fenómenos de edema y hemorragia presente en los TCGTs.206 

También es sugerente considerar que los diferentes receptores de VEGF expresados en 

nuestro estudio en los distintas variedades histológicas de los TCGTs -y también el mismo 

VEGF- pudieran relacionarse con el alto grado de infiltración de linfocitos T presentes en 

los TCGTs..34,196  
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Las bases moleculares implicadas en el desarrollo de los TCGTs., después del gran 

progreso en la caracterización de su histogénesis, es aún motivo de controversias, y el 

conocimiento acerca de las alteraciones genéticas y moleculares, incluidas la expresión y 

regulación de numerosos oncogenes, en los diferentes tipos histológicos de TCGTs. De 

hecho, no se conocen completamente mutaciones u otras alteraciones de genes implicados 

en cáncer son aparentemente poco frecuentes en TCGTs,130 por lo que se necesitan nuevos y 

exhaustivos estudios de geonómica y proteómica que aclaren la biología tumoral de tumores 

tan complejos como son los TCGTs. combinados. 

La relación unívoca entre la expresión de determinados genes candidatos en el 

desarrollo del cáncer testicular no está aún completamente establecida y surgen numerosos 

artículos contradictorios, dado la alta -pero a la vez muy parcial- información acumulada, 

puesto que, hasta el año 2004 se han publicado 265 artículos de genes y TCGTs. y se ha 

detallado que existen una amplia variedad de copias de regiones cromosómicas distintas y 

245 genes descritos.207 

El dato molecular más característico y muy constante de los TCGTs. es la presencia 

de una o más copias de un isocromosoma del brazo corto del cromosoma 12 [i(12p)] u otras 

formas de amplificación del cromosoma 12p, o por la presencia de aneuploidías. La 

ganancia constante del material genético a partir del cromosoma 12 encontrado en los 

TCGTs. sugiere que este evento es crucial en el desarrollo del tumor.163 Además, estudios in 

vitro de líneas establecidas de TCGTs. han sugerido que las dos diferentes regiones -una 

proximal y otra distal- del cromosoma 12p pueden ser de singular importancia en la 

patogénesis de los TCGTs.87 

En el testículo humano, el gen PTEN está abundantemente expresado en las células 

germinales, mientras que está virtualmente ausente en la mitad de los seminomas y en el 

86% de los carcinomas embrionarios; sin embargo, paradójicamente PTEN se expresa 

intensamente en las células del CIS, lo cual indica que la pérdida de expresión de PTEN en 

los TCGTs. no es un porceso temprano en el desarrollo de tumores testiculares.58 De otra 

parte, mutaciones del gen BRAF, una isoforma humana de RAF que es activada por el 

oncogén Ras, son infrecuentes en los TCGTs.185 El control de la progresión mitósica de 

células transformadas es crucial en los mecanismos de oncogénesis80,83,197 y, en este sentido, 

muy recientemente se ha encontrado en todos los seminomas testiculares evaluados la 
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expresión de la quinasa Aurora B, cuyos valores elevados son característicos de un rápido 

incremento de la división de células normales y tumorales.38 Además, se ha demostrado 

ganancias en mutaciones funcionales del receptor 2 del factor de crecimiento fibrobástico 

(FGFR2) en espermatogonias adultas, lo cual pudiera estar relacionado con su potencial 

tumorogénico. Así mismo, la expresión de KIT-tirosín quinasa es un proceso crítico en el 

desarrollo de las células germinales normales y también de la mayoría de los seminomas, 

por lo que mutaciones del gen de KIT pueden contribuir a la tumorogénesis de los 

seminomas, pero, contrariamente, este proceso no afecta a los TCGTs. no-

seminomatosos.105 

Las células del CIS comportan un inmunofenotipo alterado, relacionado con cambios 

de la expresión génica de oncogenes, de genes supresores y de genes reguladores, los cuales 

están implicados en la transformación, proliferación y apoptosis de las células de CIS. Está 

bien establecido que los genes p53, c-kit,  K-ras y también el gen del retinoblastoma se 

hiperexpresan en los TCGTs. y también el CIS.  

En el presente estudio hemos explorado inmunohistoquímicamente y también por 

métodos moleculares la expresión de otras moléculas de reconocida implicación en la 

regulación de células neoplásicas. En concreto, hemos encontrado una importante expresión 

del protooncogén regulador de proliferación celular PCPH con un robusto marcaje en las 

células de diferentes tipos de TCGTs. y también en las células del CIS.158 

La detección inmunohistqouímica de la proteína expresada ante la activación del gen 

PCPH es constante y de similar intensidad en todos los seminomas testiculares explorados; 

también se evidencia inmnunoreacción en los TCGTs. no-seminomatosos, pero en éstos los 

resultados son más variables: así en los tumores del seno endodérmico el PCPH aparece 

como trazas de marcaje en el citoplasma perinuclear de las células tumorales, no 

evidenciándose un mayor marcaje cuando se valoran separadamente los patrones más 

diferenciados con cuerpos glomeruloides, respecto a los patrones sólidos más inmaduras. 

Contrariamente, en el carcinoma embrionario testicular, la expresión de PCPH es 

notoriamente mayor en los patrones glandular y papilomatoso, mucho más maduros, que en 

los patrones sólidos desdiferenciados, en los que no existe inmunomarcaje de PCPH o sólo 

se observan trazas de inmunotinción. En la actualidad sabemos que los carcinomas 

embrionarios constituyen un tipo histológico de  TCGTs. peculiar, cuyas células pueden 
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sufrir una diferenciación en parte similar a la que ocurre en los estadios más tempranos del 

desarrollo embrionario normal. Sin embargo, hasta la actualidad no existe un marcador 

histológico específico que permita identificar fehacientemente estas células tumorales 

indiferenciadas. Por ello, es necesario realizar un abordaje diagnóstico mediante métodos 

moleculares. En este punto, se ha encontrado que existen patrones de expresión génica 

característicos de cada subtipo histológico de TCGTs., y en estos tumores se ha identificado 

desregulación de procesos selectivos, tales como procesos de señalización o metilación del 

DNA,  que operan durante el desarrollo embrionario normal.183  Un excelente modelo 

natural de futuros estudios lo constituyen los teratomas testiculares, en los que se ha 

sugerido que existe un origen clonal común de los teratomas maduros con el resto de 

componentes de un TCGTs. combinado.107 

En el presente estudio de TCGTs., la detección de PCPH por métodos de biología 

molecular se realizó mediante inmunoelectroforesis (western blotting) de tejidos testiculares 

normales (grupo control) y de varios casos de diferentes tipos histológicos de TCGTs., 

siguiendo métodos previamente descritos para la evaluación de esta proteína PCPH.170 De 

este modo, hemos podido comprobar que en los TCGTs. malignos se identifica claramente 

la forma anómala correspondiente al polipéptido de aproximadamente 27-kDa; además, 

también se detecta el polipéptido normal de PCPH en la banda que migra a nivel de los 47-

kDa. Junto a estos dos polipéptidos inmunomarcados, aparecen otras bandas inespecíficas 

de mayor peso molecular que pudieran corresponder a inmunoglobulinas tisulares, teñidas 

inespecíficamente con este anticuerpo policlonal. Dado que en los carcinoma embrionarios 

con patrón sólido, las células tumorales son muy inmaduras y en ellas la expresión 

inmunohistoquímica de PCPH es menor e incluso puede desaparecer, muy probablemente el 

predominio de estos patrones más inmaduros en un determinado caso de TCGTs. 

combinado pueda relacionarse con la disminución o incluso la pérdida de expresión de los 

polipéptidos de PCPH de 47-kDa y de 27-kDa, y con la aparición de bandas incompletas y 

de poca intensidad de polipéptidos de mayor peso molecular. Esta hipótesis puede ser 

verosímil, si se tiene en cuenta estudios previos in vitro en los que se ha demostrado la 

presencia de bandas incompletas de PCPH en los westerns de líneas celulares establecidas 

de células humanas procedentes de displasias laríngeas moderadamente diferenciadas;18 así 

mismo, la banda de 27-kDa que hemos obtenido en tejidos congelados durante la 

orquiectomía de varios TCGTs. es superponible a la observada en el western  de extractos 
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proteínicos de carcinomas epidermoides de laringe humana.18 Estudios previos realizados en 

otras líneas celulares establecidas de tumores humanos,157 de ratón156 y de rata184 han 

confirmado este patrón de inmunoelectroforesis de PCPH obtenido en los TCGTs. 

humanos.. 

El PCPH es, pues, un protooncogén conservado e hiperexpresado en los TCGTs. 

humanos, por lo que muy probablemente participe en diferentes mecanismos de regulación 

de la carcinogénesis de los TCGTs., ya que este protooncogén está presente en todos las 

variedades histológicas y también su expresión inmunohistoquímica es muy evidente en 

todos los casos con CIS. Algunos datos conocidos de la biología molecular del PCPH 

corroboran esta hipótesis. Estudios previos han demostrado que el protooncogen PCPH se 

ha aislado inicialmente dentro de un amplio grupo de proteínas G-reguladoras, y participan 

en la función intercambiadora GDP/GTP.201 La actividad GDPasa se confirmó con la 

caracterización del protooncogén PCPH.143,154,205  

Este intercambio de bases nucleotídicas está en relación la capacidad que tiene el 

PCPH en particpar en mecanismos de regulación de células tumorales, incluidas las del CIS. 

La idea inicialmente expuesta acerca de que la expresión de la proteína de 27-kDa es 

exclusivamente la forma oncogénica del PCPH y que, por tanto, ésta sería la que se 

expresaría en los tumores, no es una hipótesis actualmente verosímil, ya que este 

polipéptido de PCPH de bajo peso molecular es el único que se expresa en las células 

epiteliales normales;157,170 aún más, como se ha comprobado en estudios previos18,170,184,194 y 

también en los resultados de nuestros casos evaluados mediante el método de 

inmunoelectroforesis, el polipéptido que desaparece más precozmente en las células 

neoplásicas, incluidas las células de los carcinomas epidermoides de laringe, es el de 27-

kDa. Así mismo, queda por aclarar, entre otros procesos moleculares en los que pudiera 

participar el PCPH, el origen de los restantes polipéptidos de mayor peso molecular que 

aparecen en los westerns de algunos casos de TCGTs. y en los descritos por otros 

autores.18,184 Se supone que estos polipéptidos de mayor peso molecular pudieran 

representar formas metiladas o glicosiladas de la proteína PCPH, pero también cabe la 

posibilidad de que estos polipéptidos de diferente peso molecular pudieran representar 

productos de translación de transcriptasas defectuosas18,184 o modelos alternativos de 

transcripción y procesado post-traslacional de la proteína PCPH.170 Finalmente, la aparente 
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discrepancia entre la pérdida de expresión y la aparición de nuevos polipéptidos también 

podría explicarse por una baja sensibilidad de los métodos inmunohistoquímicos para PCPH 

observada en algunos casos con TCGTs. que, sin embargo, pudieran identificar mejor la 

actividad de PCPH, usando inmunodetección de bandas anómalas de PCPH mediante 

Western blotting.18 

No conocemos aún si estas bandas anómalas presentes en TCGTs. humanos pudieran, 

en parte, representar mutaciones del protooncogén PCPH. En este sentido, estudios in vitro 

han descrito una mutación puntual de PCPH,202 que daría lugar a la forma activada de la 

proteína denominada mt-PCPH. Basándose en los cambios derivados de esta mutación 

puntual, se ha postulado que la actividad transformante de la proteína mt-PCPH pudiera ser 

la consecuencia de la desregulación de la actividad normal, por pérdidas o adicciones de 

restos C-terminales de ambas proteínas.137,138,202,204 Otra consecuencia de posibles 

mutaciones de PCPH, que igualmente pudieran ser las responsables del mantenimiento de la 

transformación neoplásica, es la sobreexpresión de receptores de factores de crecimiento, 

que pueden estar mediados por la secreción de una α2b-neurregulina -relacionadas más con 

la activación de protooncogenes,119,204 que con la transformación celular-7 que expresan el 

oncogén mt-PCPH.204 Estos resultados apoyan la teoría de que las neurregulinas juegan un 

papel importante en el mantenimiento del fenotipo de la células mt-PCPH transformadas, 

confiriéndole resistencia o ventajas en su crecimiento.202 

La robusta inmunoexpresión de PCPH en las células del CIS y su ausencia o solo 

vestigios de expresión en las espermatogonias basales presentes en testículos humanos 

normales158 sugiere que el PCPH sea un protooncogén regulador de la proliferación celular 

de las células transformadas del CIS. En este sentido, estudios previos en cultivos de líneas 

celulares establecidas se ha observado que PCPH y su forma activada (mt-PCPH) ocasionan 

una inhibición del factor de crecimiento epidérmico -estimulante de la proliferación celular- 

sobre los oncogenes activados ras o raf de la vía de las proteinkinasas; sin embargo, solo 

mt-PCPH, pero no PCPH, coopera con la oncoproteína ras. Este mecanismo de regulación 

negativa de la vía ras puede sugerir que el PCPH contribuya a la regulación de la 

proliferación celular normal. La pérdida de PCPH, esto es, de éste regulador negativo de la 

vía ras, podría provocar un estímulo progresivo de la vía ras y, de este modo, contribuir al 

desarrollo del fenotipo neoplásico.154 Los resultados de la presente tesis están de acuerdo 
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con datos previamente publicados18,154,157,170,184 en los que se demuestra que la pérdida de 

PCPH se correlaciona directamente con el incremento de la proliferación celular en los 

tumores malignos más agrsivos. 

En definitiva, respecto de la oncoproteína PCPH, el desarrollo de células neoplásicas 

no dependería tanto del aumento de la expresión su forma de 47-kDa, ni de la desaparición 

de la de 27-kDa, si no de la aparición de polipéptidos de peso molecular superior a 47-

kDa.170 Esta desregulación del PCPH puede estar implicada y además ser un marcador de la 

progresión neoplásica184 tal como ha sido sugerido previamente de varias líneas celulares 

tumorales experimentales154,157,170,184 y también en las displasias y neoplasias laríngeas 

humanas.18 

Otro nuevo oncogén que por primera vez se ha identificado en los TCGTs. es el 

denominado PTOV-1. La  proteína sintetizada por el gen PTOV-1 en los las células 

neoplásicas pueden adquirir formas anormales, las cuales se sobreexprean, entre otros varios 

tipos de células tumorales, en el cáncer de próstata, siendo su expresión directamente 

proporcional al índice de proliferación Ki 67.174,175 En el presente trabajo PTOV-1 se 

expresa en lo diferentes tipos histológicos de TCGTs. y también en las células de CIS y en 

los seminoma intratubular, por lo que se sugiere que pudiera está implicado en la 

transformación tumoral de los gonocitos y en su mayor actividad proliferativa; el 

mantenimiento del mismo inmunofenotipo de PTOV-1 en los distintos tipos de TCGTs. 

permite especulativamente sugerir que este gen también se pudiera relacionar con los 

mecanismos de infiltración tumoral en los TCGTs.  

También hemos encontrado una evidente expresión del denominado "Kruppel-like 

factor 6", KLF-6 en el citoplasma de las células de CIS y esta actividad se conserva en los 

TCGTs. En el presente estudio molecular de KLF6 hemos encontrado cambios de expresión 

en las bandas de inmunoelectroforesis de la proteína KLF6 en los tumores testiculares 

respecto con sus controles de testículos normales; pero además, estos datos son 

superponibles a los obtenidos por métodos de RT-PCR en los que se demuestra que existen 

alteraciones del RNA, en los mismos tumores en los que se ven bandas anormales de 

proteína detectadas en la inmunoelectroforesis. De hecho, nuestros datos en TCGTs. 

corroboran  la existencia de formas alternativas de procesado (“splicing”) del gen KLF6, 

que conlleva la formación de proteínas defectuosas en las regiones de unión de KLF6 al 
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DNA, por lo que gen de KLF6 muy probablemente sea un gen candidato en al 

carcinogénesis de los TCGTs. En concreto, hemos encontrado dos de las formas anormales 

de expresión génica ("splicing") de las tres variantes que se han aislado y que se diferencian 

de la forma normal de KLF6 por poseer solo 2, 1 o ningún dedo de Zn. Estas variantes 

alternativas no son funcionalmente activas comparadas con la normal, porque no pueden 

translocarse al núcleo, donde los factores de transcripción ejercen su función; sin embargo, 

todo lo contrario ocurre con la forma salvaje que se transloca normalmente al núcleo para 

regular el ciclo celular normal. Nuestros datos sugieren que este factor transcripcional KLF6 

presenta mutaciones en los tumores malignos testiculares, tal como previamente se ha 

encontrado en los carcinomas de mama y colon y en procesos regenerativos de estructuras 

vasculares, regulando la proteína endotelial endoglina.21,114,176 Por todo ello, el factor 

transcripcional KLF-6 puede estar implicado en el desarrollo y progresión de los tumores 

malignos testiculares. 

En definitiva, KLF6 es un gen supresor activo en varios tipos de tumores, incluidos 

los TGCTs., que participa en la regulación de mecanismos implicados en la carcinogénesis y 

progresión tumoral, ya que se expresa desde los estadios tempranos de la transformación 

celular. Este hecho también ha sido corroborado en el presente estudio, puesto que KLF6 lo 

hemos identificado en las células de CIS. KLF6 regula la proliferación y apoptosis de las 

células tumorales, siendo muy probablemente un oncogén supresor que, cuando se altera -lo 

que ocurre muy frecuentemente por mutaciones-, juega un papel central en la patogénesis 

del cáncer, ésto es, la pérdida de ambos alelos de este  gen supresor muy probablemente 

contribuya  a la transformación en células genética y fenotípicamente malignas. 

Los datos obtenidos en el presente estudio acerca de nuevas moléculas candidatas en 

la regulación del CIS y los TCGTs. es de relevante importancia y está en consonancia con el 

las investigaciones que se están realizando en la actualidad sobre el diseño de una batería de 

genes candidatos oncogénicos en el testículo humano, lo que permitirá diferenciar 

molecularmente los seminomas de los TCGTs. no-seminomatosos, con un 89% de 

significación de genes expresados diferentemente. Estos datos moleculares  pudieran ayudar 

a  discriminar histológicamente estos dos importantes grupos clínicos y terapéuticos de los 

TCGTs.149  Es más, puesto que los TCGTs. no-seminomatosos frecuentemente son mixtos y 

están constituidos por la combinación de dos o más patrones histológicos, los cuales 
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habitualmente pueden tener un significado en al evolución clínica, la expresión de diferentes 

marcadores moleculares pudieran en un futuro predecir incluso el tipo histológico de 

TCGTs. y de este modo establecer un tratamiento idóneo y específico para cada paciente. 

De hecho, usando análisis de predicción génica mediante microarrays se han identificado 

muy recientemente 146 transcritos que permiten clasificar histológicamente los tipos de 

TCGTs. no-seminomatosos  con una seguridad del 93%.109 

La histogenesis de los TCGTs. ha sido motivo de diferentes teorías, sin embargo 

existe en la actualidad consenso en admitir que existen similitudes entre la células del CIS y 

las células madre embrionarias, lo que apoya la hipótesis del origen del CIS en gonocitos 

diferenciados durante el desarrollo embrionario; además esta hipótesis está corroborada por 

un modelo "experimental" natural en el hombre, como es el complejo síndrome de 

disgenesia testicular, el cual se desarrolla ya prenatalmente y se caracteriza por 

criptorquidia, malformaciones genitales, alteraciones de la espermatogénesis y TCGTs.92  

Así mismo, las células del seminoma tienen características morfológicas que recuerdan a las 

células primordiales germinales (PGCs.) o gonocitos, y además estas células seminomatosas 

muestran duplicaciones del cromosoma 12p; por ello, es necesario investigar los genes que 

están implicados en esta alteración del cromosoma 12p y determinar el porqué esta 

alteración es predominante en los seminomas testiculares.67  Además, el origen gonocitario 

de los TCGTs., incluido el del CIS, ha sido corroborado por la expresión de el marcador 

oncofetal denominado AP-2gamma, el cual está presente en los seminomas testiculares y 

extragonadales y también en los disgerminomas ováricos, siendo mínima su expresión en 

los carcinomas embrionarios y en los coriocarcinomas y estando ausente en teratomas, 

tumores del seno endodérmico y en el testículo del hombre adulto normal.145 Sin duda, los 

genes de células madre (“stem cell genes”) pueden jugar un papel directo en la progresión 

de diferentes tipos de tumores y ser, además, unos marcadores muy específicos de los 

proceso carcinogenéticos.67 

La progresión del CIS en un TCGTs. microinfiltrnate comporta una migración de las 

células tumorales en sentido inverso a cómo lo hicieron los gonocitos durante el normal 

desarrollo embrionario del testículo humano. En este sentido, se sabe que los gonocitos 

derivan de unas células germinales primordiales (PGCs.)50 que se desarrollan en la 

alantoides y migran hacia la gónada primitiva embrionaria. En un primer momento, los 
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gonocitos aún permanecen entremezclados con el mesénquima del primitivo cordón 

espermático y del mesénquima de la futura albugínea testicular, pero después estos 

gonocitos se disponen en íntima vecindad de las células primitivas de los cordones sexuales. 

Aproximadamente durante la 5ª semana del desarrollo embrionario humano, las células de 

los cordones sexuales comienzan a sintetizar laminina y formar así una lámina basal 

discontinua y después continua.110 Ya durante el inicio del desarrollo fetal humano 

comienza a diferenciarse células mioides y a sintetizarse colágeno y matriz extracelular166 y 

estos cambios se asocian a la transformación de las células indiferenciadas de los cordones 

en células de Sertoli fetales, constituyéndose así en el recién nacido un tubo seminífero, 

rodeado por una compleja pared peritubular, la cual se va a terminar de colagenizarse 

completamente, pero este proceso sólo concluye cuando se alcanza  el desarrollo prepuberal. 

La progresión del CIS en un tumor germinal microinvasivo determina la infiltración 

del intersticio intertubular por un número limitado de células malignas; este proceso 

representan, pues, el primer estadio del desarrollo de una neoplasia testicular agresiva. La 

realización de biopsias sistemáticas en hombres con alteraciones del descenso testicular han 

evidenciado la presencia de CIS y tumores germinales microinvasivos en el 1.8% de los 

casos.209 

Recientemente se ha establecido un nuevo concepto en los TCGTs. denominado 

seminoma intertubular, definido por la presencia de células germinales malignas localizadas 

en el intersticio testicular y que no forman una verdadera masa modular tumoral 

macroscópicamente reconocible en el testículo. Dado que las células malignas de estos 

seminomas intertubulares pueden infiltrar en las tres dimensiones, pueden asimismo 

representar un importante volumen de células potencialmente agresivas con capacidad 

infíltrate en los vasos linfáticos y sanguíneos intratesticulares antes de que se detecte una 

masa testicular en la exploración clínica.25 Y esta posibilidad no es despreciable, ya que la 

presencia de seminoma intertubular es relativamente alta en los seminomas puros y este 

hallazgo se asocia significativamente a invasión de la rete testis, por ello la presencia de 

seminomas intertubulares tiene en la actualidad un importante valor pronóstico, no solo en 

la correcta valoración del tamaño del tumor testicular, sino también en la evolución de los 

seminomas con estadio clínico I.;25 con todo, la presencia de un patrón microinfiltrante de 
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TCGTs. no determina, por sí mismo, la predicción de la recaída en los pacientes con 

TGCTs. que se encuentran en estadio I.208 

En relación con los mecanismos de microinfiltración de los TCGTs., el estudio de los 

niveles de mRNA de genes relacionados con invasión han demostrado la presencia de, al 

menos, dos anomalías génica fundamentales en la invasión: de una parte, los genes de 

metaloproteinas 9 de la matriz extracelular (MMP9) y activador del plasminógeno; de otra 

parte, genes de urokinasa (PLAU) que están disregulados cuando se comparan casos que 

contienen solo CIS con aquellos que tienen un TCGTs.209  Con este fenotipo invasivo de los 

TCGTs. se han relacionado otras moléculas, tales como las conexinas, diversas ciclinas y 

genes "homeobox", Las conexinas son proteínas constitutivas de las uniones estrechas (“gap 

junctions”) y se consideran como agentes supresores tumorales. En los seminomas 

testiculares, se ha encontrado un acúmulo de conexinas, concretamente la Cx43, en el 

aparato de Golgi, siendo el resultado del propio proceso tumorogénico. Este hallazgo 

sugiere que la disrupción del tráfico de la conexina Cx43 puede, ella misma, participar en la 

progresión tumoral168 En relación con la transformación y progresión de los TCGTs. 

también se ha mencionado la expresión aberrante de ciclinas de tipo A -que son un factor 

significativo en la tumorogénesis testicular-; en este sentido, la abundante expresión 

ectópica de ciclina A1 en TCGTs. no-seminomatosos y su ausencia en el CIS y en los 

seminomas puede relacionarse con la evolución clínica del paciente.116 Por último, el gen 

"homeobox" NKX3 es esencial en la función del testículo normal; sin embargo, en los 

TCGTs., la pérdida de su expresión se asocia intensamente con un claro fenotipo 

invasivo.182 

En la progresión del CIS y su transformación en un TCGT infiltrante intervienen, en 

principio, dos mecanismos patológicos: 1) alteración de las moléculas de adhesión celular 

(CAMs.) del epitelio seminífero y 2) alteración de la lámina basal y de la pared del tubo 

seminífero. En relación con las CAMs., las células de Sertoli sintetizan cadherina E y beta-

catenina, que se relacionan con las uniones específicas Sertoli-Sertoli y con las uniones 

Sertoli-espermátides;26 pero también las células de Sertoli sintetizan diferentes tipos de 

interleuquinas que, como desarrollaremos posteriormente, muy probablemente participen en 

mecanismos de progresión tumoral a través de la respuesta inmunológica desencadenada por 

los TCGTs..121 
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En el CIS, sin embargo, las células de Sertoli, tanto si son normales, como si son 

disgenéticas,159 degeneran y progresivamente pierden la expresión de moléculas de adhesión 

(CAMs.). Entre estas CAMs., la cadherina E y beta-catenina han sido exploradas en el CIS y 

en diferentes tipos de TCGTs., no habiéndose encontrado diferencias entre los casos 

resistentes y sensibles al tratamiento quimioterápico, además la expresión de la cadherina E 

no se ha correlacionado con el grado de invasión vascular.93 Independientemente de estos 

últimos datos acerca del significado clínico de las posibles altreraciones de las CAMs. en los 

TCGTs., el resultado final de la degeneración de la cadherina E y de la beta-catenina es un 

tubo seminífero de tamaño normal o aumentado, ocupado preferentemente o exclusivamente 

por células de CIS, formándose así el denominado seminoma intratubular. Estos tubos se 

distienden notoriamente, lo que desencadena una alteración de la lámina basal y de la pared 

tubular. 

Es bien conocido que la lámina basal del tubo seminífero humano es una estructura 

íntimamente unida a las células de Sertoli por hemidesmosomas, pero además son las 

propias células de Sertoli las que sintetizan las tres moléculas principales que constituyen la 

lámina basal peritubular: laminina, colágeno IV y fibronectina.136 En los primeros estadios 

del CIS, la lámina basal impide la infiltración de las células del CIS, pero en estadios más 

avanzados, cuando se distienden los tubos seminomatosos, la lámina basal se adelgaza, y, lo 

que es más importante, las células de Sertoli, ahora desplazadas hacia la luz, son incapaces 

de sintetizar de modo adecuado las moléculas constitutivas de la lámina basal. Se origina así 

una degeneración multifocal de la lámina basal, produciéndose soluciones de continuidad 

que facilitan la migración de los gonocitos neoplásicos. Ante esta invasión, degenera la 

matriz extracelular por posible incremento de metaloproteinasas,193 y se destruyen las fibras 

elásticas y las células mioides de la pared peritubular; a su vez, se produce una respuesta 

inmunológica local -debido a la disrupción de la barrera hemato-testicular- alrededor de los 

tubos con CIS microinfiltrante.  

En relación con el desencadenamiento de esta respuesta inmunológica, investigaciones 

previas del laboratorio donde hemos realizado el presente estudio han demostrado que la 

respuesta de células inmunocompetentes en los diferentes tipos histológicos de TCGTs. es 

fundamentalmente de linfocitos T y macrófagos, siendo menor el número de linfocitos B y 

de células plasmáticas.34,196 En el presente trabajo, hemos precisado que alrededor de los 
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tubos con CIS, al igual que ocurre en los grandes nódulos de TCGTs., existe una mayor 

proporción de linfocitos CD 4 que de CD 8. Es probable que las células del CIS puedan 

sintetizar interleuquinas y otras linfoquinas, aún no bien precisadas, que favorezcan la 

migración de linfocitos hacia las áreas de microinfiltración tumoral; además, las linfoquinas 

sintetizadas podrían participar en los mecanismos de degeneración de la matriz de la pared 

peritubular y del intersticio testicular, lo que facilitaría también la progresión del CIS. Es en 

esta pared peritubular alterada, infiltrada por células de CIS y rodeada de lincoitos T, donde 

se inician los mecanismos de angiogénesis mediados por VEGF. En efecto, en el presente 

estudio de TCGTs. hemos encontrado una alta expresión de los tres receptores de VEGF en 

el citoplasma de las células tumorales, incluidas las células de CIS, pero también su 

expresión ha sido muy evidente en las células endoteliales aisladas y en los angiotubos y 

capilares neoformados,. Curiosamente, alrededor de los tubos seminíferos con seminoma 

intratubular, los angiotubos están frecuentemente rodeados por una corona de linfocitos T 

(CD4 y CD8 positivos) e, incluso, estos linfocitos T migran entre las células tumorales y a 

través de las células endoteliales neoformados. Estos datos sugieren, al igual que se ha 

publicado previamente en otros tumores,139 una relación íntima entre las células 

inmunocompetentes y la actividad de síntesis de receptores de VEGF; esto es, entre los 

mecanismos de angiogénesis y de inmunología tumoral presentes en la pared de los tubos 

seminíferos con CIS y seminomas intratubulares. Por último, en relación con los vasos 

linfáticos en los TCGTs., también hemos identificado en las células de CIS un receptor 

VEGF denominado Flt-4, el cual se expresa en el endotelio linfático normal y en los 

linfáticos presentes en el interior de los nódulos infiltrantes de TCGTs..102 

En definitiva, la distribución heterogénea de los microvasos en los TCGTs, junto con 

la localización de la actividad de angiogénesis asociada al tejido de granulación, presente en 

la mayoría de las áreas de necrosis, permite concluir que la cuantificación de la 

microvascularización debe ser realizada por histólogos expertos y sólo en áreas 

seleccionadas aleatoriamente, pero dentro de nódulos tumorales activos, los cuales 

potencialmente tienen una alta capacidad infiltrante y metastatizante, y, por el contrario, 

estas cuantificaciones no deberán realizarse en las áreas de tejido necrótico y de 

granulación. De este modo, el método aleatorio de cuantificación de los microvasos usado 

en el presente estudio permitirá establecer una adecuada comparación entre el grado de 

angiogénesis de los TCGTs. y el grado de angiogénesis desarrollado en otros tumores 



Discusión    87 

germinales no testiculares, como pueden ser los disgerminomas y carcinomas embrionarios 

del ovario y también los tumores germinales extragonadales del retroperitoneo, del 

mediastino o de la glándula pineal. 

Los datos de la presente Tesis sugieren que la angiogénesis es un mecanismo que no 

está significativamente incrementado en los TCGTs., lo que puede explicar la alta 

incidencia de necrosis presente en estos tumores. Además, hemos encontrado sugestivas 

relaciones entre la respuesta de células inmunocompetentes y los procesos  de angiogénesis 

en los TCGTs. La expresión de distintos receptores de VEGF en las células endoteliales y 

microvasos intratumoreles y también en el citoplasma del CIS y de los distintos tipos de 

células neoplásicas presentes en los TCGTs. sugiere que las células tumorales están 

directamente implicadas en los procesos de regulación de la angiogénesis en los tumores 

testiculares. 
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CONCLUSIONES 

PRIMERA. La angiogénesis es significativamente mayor en el seminoma y en los tumores 

del seno endodérmico que en los carcinoma embrionarios testiculares; sin embrago, la 

densidad total de microvasos es significativamente menor en los tumores de células 

germinales testiculares (TCGTs.), cuando se compara con el testículo humano normal del 

grupo control. Estos datos se relacionan con la alta frecuencia de extensas áreas de necrosis 

presentes en los TCGTs.. 

SEGUNDA Existen relaciones entre la respuesta de células inmunocompetentes y los 

procesos  de angiogénesis en los TCGTs. 

TERCERA. La expresión de distintos receptores de VEGF en las células endoteliales y 

microvasos intratumorales y también en el citoplasma del CIS y de los distintos tipos 

histológicos de TCGTs. sugiere que las células tumorales están directamente implicadas en 

los procesos de angiogénesis. 

CUARTA. La cuantificación de la microvascularización debe ser realizada exclusivamente 

en áreas seleccionadas aleatoriamente, pero dentro de nódulos tumorales activos y no en las 

áreas de tejido necrótico y de granulación. 

QUINTA. En la progresión del cáncer testicular primariamente pudieran estar implicadas 

nuevas moléculas con posible capacidad oncogénicas expresadas en el CIS y en los TCGTs., 

entre estas moléculas se encuentran el protoncogén PCPH, el gen PTOV-1 y factor de 

transcripción y supresión tumoral Kruppel-like factor 6. 

SEXTA. La progresión del CIS y su transformación en un TCGTs. microinfíltrante conlleva 

cambios histológicos de las células de Sertoli, con alteración de las expresión de moléculas 

de adhesión celular, y también determinadas alteraciones de la pared peritubular, con 

infiltración de células inmuncompetentes, predominantemente linfocitos CD4 y CD8 

positivos. 
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RESUMEN 

En el presente estudio se investiga el posible aumento de la angiogénesis en los 

tumores de células germinales testiculares (TCGTs) especialmente en los seminomas, 

carcinomas embrionarios y tumores del seno endodérmico, evaluando la expresión del 

marcador de células endoteliales CD 34 y de alfa-actina, específica de músculo liso. El 

estudio morfométrico realizado en nuestro laboratorio demostró que la angiogénesis en los 

TCGTs es escasa en comparación con la microvascularización del testículo normal, siendo 

mayor la densidada de volumen (Dv) de los microvasos en los seminomas que en los 

TCGTs no seminomatosos. Se comprobó que el infiltrado de linfocitos es muy importante 

en los TCGTs. Los linfocitos T son más abundantes en los seminomas que en los TCGTs 

no-seminomatosos, siendo mayor el número de linfocitos CD4+. Los linfocitos T -CD4 y 

CD8 positivos se disponen próximos a los microvasos y también en estrecho contacto con 

las células tumorales, lo que sugiere un singular participación de las células 

inmunocompetentes en la regulación de la angiogénesis de los TCGTs.  

Además, estos hallazgos se correlacionan con la evidente expresión de los receptores 

VEGFR-1/FLT-1, VEGFR-2/FLK-1/KDR y VEGFR-3/FLT-4, los cuales se identifican en 

todos los capilares del testículo normal y también en los vasos neoformados de los TCGTs. 

La presencia de estos distintos receptores del VEGF en las células tumorales de los TCGTs 

sugiere un papel autócrino angiogenético de VEGF en los tumores de testículo. Si bien en el 

presente trabajo se ha demostrado un evidente desarrollo de angiogénesis inducida 

directamente por los TCGTs., la relativamente baja Dv de los microvasos cuantificados en 

estas las neoplasias testiculares puede relacionarse con el desarrollo de hemorragia y 

necrosis, hallazgos muy frecuentes en los TCGTs. Se demuestra, así mismo,  la expresión de 

nuevas moléculas (PCPH, PTOV-1, y KLF-6) en el CIS y en diferente tipos de TCGTs., las 

cuales pudieran estar implicadas en mecanicismo diferenciación, proliferación y progresión 

del cáncer testicular. 

 

Palabras Claves: tumores testiculares, angiogénesis, receptores de VEGF, CD 34, 

linfocitos, CIS.  
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SUMMARY 

In this study, the possible increase in angiogenesis in carcinoma in situ (CIS) and 

different testicular germ cell tumors (TGCTs) in particular in seminoma, embryonal 

carcinoma and yolk sac tumors, has been investigated. The expression of the endothelial cell 

marker CD34 and the smooth muscle cell marker α-actin has been studied to determine the 

development of blood vessels, and has been evaluated by semiautomatic morphometry. 

Morphometrical analysis has demonstrated that angiogenesis in TGCTs is scarce in 

comparison with normal testis vascularization, being the density of microvascularization 

higher in seminoma than in non-seminomatous tumors. In these tumors, the T lymphocytic 

infiltrate is very important, being more abundant in seminoma than in non-seminomatous 

tumors, and with higher CD4 than CD8 T lymphocyte numbers. CD4 and CD8 T 

lymphocytes are located in the vicinity of blood vessels, and also in close contact with the 

tumor cells, suggesting a role of T lymphocytes in the regulation of angiogenesis in TGCTs 

This study demonstrates a marked angiogenesis induced by the TGCTs development, 

but with a low vessel density by morphometric quantification. Both observations can be 

related to the development of hemorrhage and necrosis, which are frequent findings in 

TGCTs.  

In addition, high expression of the receptors for the angiogenic growth factor VEGF 

(VEGFR-1/FLT-1, VEGFR-2/FLK-1/KDR and VEGFR-3/FLT-4) has been detected in 

capillaries of both the normal testis vasculature and in TGCTs newly formed vessels. The 

presence of these receptors suggests an autocrine angiogenetic role for VEGF in TGCTs.  

The present study also demonstrates the expression of new molecules (PCPH, PTOV-

1, and KLF-6) in CIS and in different TGCTs, which can be involved in proliferation, 

differentiation and cancer progression processes in testicular germ cell tumors. 

 

Key words: testicular tumors, CIS, angiogenesis, VEGF receptors, CD34, 

lymphocytes, PCPH, PTOV-1, KLF-6.  
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