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RESUMEN

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO Y MOLECULAR DE LOS GENES DE REPARACION EN CANCER TESTICULAR

La correccion de los nucle6tidos mal incorporados durante la replicacion del ADN (sistema de reparacion de genes)
puede determinar un potencial biolégico y clinico diferente en los tumores. En este trabajo investigamos la expresion
inmunohistoquimica de los genes de reparacion en cancer de testiculo en los distintos tipos histoldgicos, correlacionando
el grado de expresion con la presencia de inestabilidad microsatélite y correlacionando ambas con la evolucién clinica.

Pacientes y método: 118 casos de tumores testiculares fueron analizados molecularmente realizando inmunohisto-
quimica para hMLH1 y hMSH2. El analisis de inestabilidad microsatélite y LOH se realiz6 comparando ADN micro dise-
cado de tejido tumoral y normal, el que fue amplificado mediante PCR con 10 marcadores preestablecidos.

Resultados: El grado de expresion de hMSH2 se correlaciona con el estadio del tumor (p<0,001) mientras que la
sobreviva cancer especifica se correlaciona con el grado de expresion de hMLH1 (p=0,036). Inestabilidad microsatélite se
detect6 en un 94% y 92% de los canceres con baja expresiéon de hMLH1 y hMSH2 respectivamente. La recaida y muerte
cancer especifica se correlacionan con el grado de inestabilidad genética (p=0,01, p=0,04). Un 9% de los tumores pre-
sentan una bajo grado de expresion de los genes de reparacion, inestabilidad microsatélite y un mal pronostico.

Conclusiones: El grado de expresion de los genes de reparacion asi como la frecuencia de inestabilidad logran definir
canceres testiculares con diferentes propiedades moleculares y diferente pronéstico. Los genes de reparacion usados en
conjunto con la histologia, los marcadores seroldgicos pueden ser determinantes en el manejo de los pacientes con
tumores testiculares.

palabras clave: hMSH2. hMLH1. Cancer testicular. Microsatélite inestabilidad. Inmunohistoquimica.

ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL AND MOLECULAR ANALYIS OF MISMATCH REPAIR GENES IN GERM CELL TUMORS

Correction of misincorporated nucleotides during DNA replication (mismatch repair) distinguishes histologically sim-
ilar cancers with distinct biological and clinical behavior. We investigated expression of two mismatch repair genes in
testis cancer to determine the expression pattern in histologically distinct subtypes, correlate expression with genetic
instability and correlate expression and genetic instability with clinical outcome.

Patients and methods: 118 cases of testis cancer were analyzed. Immunohistochemical analysis of paraffin embedded
specimens utilized monoclonal antibody for hnMLH1 and hMSH2 mismatch repair proteins. Genetic instability was deter-
mined by comparing genomic DNA from microdissected matched normal and tumor cells. PCR amplification of 10 genetic
markers assessed loss of heterozygosity and/or microsatellite instability.

Results: hMSH2 staining was associated with pathologic stage (p<0.001) while hMLH1 staining was associated with
cancer specific survival (p=0.036). Genetic instability was detected in 94% of low hMLH1 and 92% of low hMSH2 staining
tumors. Relapse and cancer specific death correlated with genetic instability (p=0.01 and 0.04 respectively). Overall 9%
of tumors exhibited reduced mismatch repair expression, microsatellite instability and an unfavorable clinical outcome.

Conclusions: Mismatch repair expression and genetic instability define testis cancers with distinct molecular proper-
ties and clinical behavior. In conjunction with pathologic examination and serum tumor markers, mismatch repair
expression may be an important determinant for clinical management of men with this malignancy.

Keywords: hMSH2. hMLH1. Testicular cancer. Microsatellite instability. Immunohistochemistry.
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Los genes de reparacion de errores (Mismatch
repair genes) son los responsables de coor-
dinar la correccién de nucleétidos mal incorpo-
rados durante la replicacion del ADN. La muta-
cion e inactivacion del gen prototipo, hMSH2, ha
sido descrita como un factor predisponente para
el desarrollo de algunos canceres familiares como
el cancer colorectal no poliposo hereditario
(HNPCC), esta mutacion también se asocia al
desarrollo de otros tumores como endometrio,
estdmago, intestino delgado, sistema hepatobi-
liar, rifion, uréter y ovariol>. Se ha demostrado
que el HNPCC es secundario a una mutacion en
la linea germinal de los genes de reparacion
(MMR) incluyendo los genes hMSH2 (2p16)8,
hMLH1 (3p21)” y hPMS1 (2931-33)8, hPMS2
(7p22)°. En este tipo de tumores se acumulan
mutaciones somaticas en secuencias microsaté-
lites a lo largo de todo el genoma atribuibles a
defectos en los genes de reparacioni®. La muta-
cion de algun gen del sistema de mismatch
repair, se encuentra presente en un 90% de los
sindromes familiares de cancer colorectal y en un
10% de los casos de tumores esporadicosl?; asi
también en otros canceres también se ha demos-
trado su mutacién en forma esporadica como en
los tumores gastricos y pancreaticos!?, cancer de
endometriol?, canceres de mama, ovario y sar-
comas!3. Recientemente se ha demostrado muta-
ciones puntuales del hMSH2 en cultivos celu-
lares de canceres prostaticos4.

En el cancer de testiculo no se ha logrado
identificar cuales son los factores moleculares
que pueden determinar la aparicién o progresion
de este tumor.1®. Si bien existen diferentes tipos
histolégicos con agresividad y potencial metasta-
tico diferente, su forma de diseminacion es uni-
forme, metastizando hacia los ganglios linfaticos
retroperitoneales como primera barrera de dise-
minacion1®17, Actualmente los marcadores bio-
quimicos y radioldgicos nos permiten determinar
en forma indirecta el grado de diseminacion
tumoral, sin embargo no nos permiten deter-
minar con mas certeza el prondstico ni evolucion
de los pacientes'®. La utilizacion de parametros
moleculares puede ayudar a resolver esta inte-
rrogante.

El objetivo de este trabajo es lograr la caracte-
rizacion inmunohistoquimica (IHQ) de los princi-
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pales genes de reparacién (hnMSH2 y hMLH1) en
los diferentes subtipos de tumores testiculares y
determinar la frecuencia de inestabilidad micro-
satélite (MSI), correlacionando ambas variables
en conjunto y por separado con estadio tumoral,
prondstico y sobrevida.

MATERIAL Y METODO

Para este estudio se seleccioné entre el mate-
rial anatomo-patolégico del Departamento de
Anatomia Patoldgica de la Universidad Catélica
de Chile, 118 casos de tumores testiculares de
los distintos tipos histolégicos que tuvieran un
seguimiento clinico completo. La cirugia testi-
cular fue realizada entre Enero de 1995 vy
Diciembre de 1999.

Del material previamente fijado en formalina,
se obtuvieron cortes de 5 micrones para la reali-
zacion de la inmunohistoquimica. Se utilizo la
técnica estandarizada para el estudio de hMSH2
y hMLH1131920 En cada una de las series de
placas, se utiliz6 como control un caso de cancer
de colon y un control negativo (sin anticuerpo
primario). Todos los casos fueron realizados en
duplicado. Se deparafiniz6 con autodewaxer, la
rehidratacion se hizo con cambios sucesivos y
progresivos de alcohol en diferentes concentra-
ciones. Para lograr una adecuada expresion de
los antigenos se utilizé buffer de citra 1X (antigen
retrival) y proteinasa K. El blogueo se hizo con
metanol/hidrogen preoxidase al 0,3% y con goat
serum. El anticuerpo primario (hMSH2 y hMLH1)
se utiliz6 en concentracién de 2 ng/ml (1:50).
Como anticuerpo secundario se utilizd Pierce
Goat Anti Mouse Biotinylated (1mg/ml) en dilu-
cion 1:200. Para el revelado se utilizé Vectastain
Reagents o Extra avidin Preoxidase en dilucién
1:50. EIl desarrollo se hizo con Fast DAB con
niquel cloro (8%). Para optimizar las condiciones
técnicas y reproductibilidad de los resultados las
reacciones se realizaron sobre una platina termo-
rregulada para inmunohistoquimica, similar a los
modelos utilizados en el National Cancer Insti-
tute?°.

Como método de comparacién la segunda
muestra se realizé con un sistema automatizado
NexesR (ventana medical system, Tucson,
Arizona, USA). El sistema de revelado para el
método automatizado fue Nexes “DAB detection
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Kit” que contiene entre otros, steptoadivin unida
a peroxidasa y diamino-benzadina. El sistema fue
operado de acuerdo a las instrucciones del fabri-
cante.

Un sistema de gradacion se desarrollo para
establecer el grado de tincion de las diferentes
células tumorales basados en el grado de tin-
cion de las células estromales, como fibro-
blastos, linfocitos y células musculares lisas. La
graduacion de la tincion consideré puntua-
ciones de O a 4, para el analisis posterior de los
datos se considerd tincién de bajo grado (menor
o igual a 2) y de alto grado (3 6 mas) Para el ana-
lisis microsatélite (MSI) éste fue catalogado
como ausente o presente segun la comparacion
del ADN de las células normales y tumorales. La
pérdida de heterozigocidad (LOH) se catalog6 en
forma separada. El estudio patoldgico e IHQ fue
realizado y comparado por 2 patélogos indepen-
dientes. Todos los tumores fueron sometidos a
IHQ en forma separada al menos en 2 oportuni-
dades.

En los tumores mixtos se clasificaron de
acuerdo al tumor predominante en cada caso,
dejando consignado el grado de expresion de los
otros subtipos celulares. Para el estadio tumoral
este fue definido de acuerdo a la clasificacion del
American Joint Commission on Cancer (AJCC),
segun los hallazgos clinicos, de marcadores
tumorales y de imagenes al momento del diag-
néstico. La recurrencia tumoral o recaida
tumoral fue definida como la presencia de nuevas
adenopatias, masas retroperitoneales o tumor
medible en otro drgano en pacientes que ya
habian regresado completamente posterior a qui-
mioterapia completa o tratamiento con radiote-
rapia, ya sea en forma precoz o alejada del trata-
miento.

Analisis Microsatélite

La extraccion del ADN, se realiz6 mediante
micro diseccion con aguja, la que se hizo en los
diferentes subtipos tumorales asi como en el
tejido testicular normal. ElI material obtenido por
micro diseccion se incub6 en 30 ul de Proteinasa
K en concentracion de 10 mg/ml, por 48 a 72
horas. Para la reaccién de PCR se utilizaron 4 ul
de ADN en 35 ciclos con una temperatura de
hibridizacion de 55 a 60°C dependiendo del mar-
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cador a utilizado. Como marcadores de inestabi-
lidad microsatélite se utilizaron 10 marcadores
mono Yy dinucleétidos conocidos, de menos de
250 pares de bases (D3s1283, D3s1293, D9s66,
D9s113, TP53CA, D2S123, D3S1029, LNSCA
(Research Genetics, Huntsville e In Vitro Gen),
ademas de BAT 25 y BAT 26.

El producto de la PCR se diluyé en 30 ul de
loading buffer y se utilizé un gel de secuenciacion
de poliacrilamida 8%, 8 M urea. Para el estudio
de amplificacidon de las secuencias de microsaté-
lites se realiz6 en forma multiple, con AmpliTac
Gold (Perkin-Elmer) con una partida tipo “hot
start”. El producto de la PCR de tipo multiplex
fue luego diluido y sometido a una nueva reac-
cién de PCR para cada secuencia microsatélite
separadamente usando material reactivo alfa-32
P-dATP). Los productos de PCR radiactivos
fueron sometidos a electroforesis en geles de
secuenciacion para ser posteriormente secados y
expuestos.

Las reacciones de PCR fueron realizadas en 2
oportunidades separadas. Se utilizaron 10 mar-
cadores de inestabilidad microsatélite, utilizando
una grilla predeterminada segun estudios pre-
vios, altamente representantes de MSI tanto para
tumores urolégicos como para colon?é 37,

Analisis Estadistico

Para el estudio estadistico se utiliz6 un ana-
lisis de significacion estadistica de Chi-cuadrado
0 Test exacto de Fisher, definiendo un p signifi-
cativo < de 0.05. Para evaluar la asociacion esta-
distica de cada variable molecular, como poten-
cial marcador predictivo o diagnoéstico se uso el
test de Chi-cuadrado o exacto de Fisher para las
variables diagnosticas categoricas y el test t de
student para variables diagnésticas de escala
continda.

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 118 pacientes con
tumores testiculares con diferentes tipos histo-
logicos, se chequearon todas las biopsias y se
revisaron todas las placas con los diagnésticos
confirmatorios. Un total de 44 casos (37,3%)
correspondian a tumores tipo seminoma puro, y
62,7% fueron tumores mixtos o Nno seminomas
(Tabla I).
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Tabla 1

Tipo histoldgico

Tipo histolégico Frecuencia Porcentaje
Carcinoma Embrionario+ 17 14,4
Seminoma

Carcinoma Embrionario+ 8 6,8
Teratoma

Carcinoma Embrionario 42 35,6
Coriocarcinoma 2 1,7
Seminoma Puro 44 37,3
Teratoma 5 4,3
Total 118 100

Analisis Immunohistoquimico

Para la expresion de hMSH2 and hMLH1
usamos un anticuerpo monoclonal y policlonal
respectivamente. El grado de correlacién IHQ
fue de 93% para los observadores que clasifi-
caron las placas. En todos los casos, hMLH1
and hMSH2 mostraron un patrén de expresion
nuclear. En los tubulos seminiferos hMLH1
presentdé un patron de expresion en las células
basales (premeiético) y hMSH2 se expresd en
todos los estadios de la espermatogénesis. Figs.
ly2.

El patron de tincion fue similar en todos los
tipos tumorales, tanto para hMSH2 y hMLH1, sin
grandes diferencias entre los diferentes subtipos
celulares, sin embargo destaca que los semi-
nomas puros presentan un patréon inmunohisto-

FIGURA 1. hMSH2 Seminoma. Alto grado de expresion.
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FIGURA 2. hMLH1. Tudbulos Seminiferos. Células basales.
Alto grado de expresion.

quimico significativamente mas alto para hMSH2
que los otros tipos tumorales, (48%) (p=0,0046)
Tabla Il.

La correlacion especifica con el estadio clinico
tumoral y el grado de tincion revelé que para
hMLH1 de aquellos pacientes que tenian un
tumor localizado (estadio 1), un 58% (50/86) pre-
sentaba una alta expresién del gen y un 41%
(36/86) tenia una baja expresion. En compara-
cién en el grupo de pacientes con tumores avan-
zados con metastasis al momento del diagnéstico
(estadio Il b o superior) en que un 34% (11/32)
tenia una alta expresion y un 65% (21/32) tenia
baja expresion. p=0,022)

Del mismo modo de los pacientes con alto
grado de expresion IHQ un 82% (50/61) tenian
enfermedad localizada y en los con bajo grado de
expresion sélo un 63% (31/57) tenia enfermedad
localizada. (p<0,05)

La IHQ de hMSH2 mostré resultados similares
a los de hMLH1, siendo aun mas significativo
desde el punto de vista estadistico, ya que en los
tumores localizados un 66% (57/86) presentaban
una alta expresién del gen y en los tumores avan-
zados tan s6lo un 28% (9/32) presentaba el gen
estaba bien expresado (p<0,001). En los tumores
con alto grado de expresién IHQ un 86% (59/66)
presentaba enfermedad localizada. (p<0.05).

Por lo tanto el andlisis estadistico reveld que
en presencia de enfermedad avanzada el grado de
expresion inmunohistoquimica de ambos genes
es significativamente menor (p<0,05).
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Tabla 2

Distribucién del grado de expresién IHQ de hMLH1 y hMSH2

Anadlisis de Inestabilidad microsatélite.
Para determinar si la reduccién o ausencia

de la expresion de hMLH1 and hMSH2

Histologia hMLH1 hMSH2 ; v
- - tenia alguna correlacién con la actividad
Alto Bajo Alto Bajo . . .
del mismatch repair system, se realiz6 un
g:;fi':(?rr:: Embrionario +  11,5%  12,3% 10,6%  135%  gp3|isis de inestabilidad microsatélite.
Todas las placas fueron clasificadas segun
i i 1 0, 0, 0, 0, . -z . -
$::;t'2r?1r;‘a Embrionario + 4.9%  88%  7.6% 5,8% tincién de alto o bajo. Diez marcadores de
inestabilidad microsatelite, que descri-
- A H 0, 0, 0, 0, . - H
Carcinoma Embrionario 39,3% 31,6% 30,3% 42,3% bimos previamente, se apllcaron a todas
Coriocarcinoma 1,6%  1,8% 0% 3,8% las muestras. El analisis de inestabilidad
Seminoma 36,1% 38%  48,5%* 23,1%*  mMmicrosatélite se clasific6 como inestabi-
Teratoma 3,3% 5.3% 1,5% 7.7% lidad microsatélite positiva o negativa, y
separadamente se clasific6 para la pre-
Total 100%  100%  100% 100% P . ; p ) ) p_
sencia de “loss of heterozygosity” o pérdida
* p=0,0046 de heterozigocidad. (LOH) Fig. 3.
Recaida tumoral e IHQ Tabla 3

El andlisis inmunohistoquimico mostré que
la frecuencia de recaidas tumorales post qui-
mioterapia es significativamente mas alta en los
pacientes que tenian una baja expresion de
hMSH2. Asi, de los pacientes con alto grado de
expresion IHQ, un 16% recurre (11/66); en
cambio de los pacientes con bajo grado de
expresion del gen, un 48% (25/52) presenta
recurrencia. Del mismo modo, al observar soélo
el grupo que presentdé recurrencia (36 pacientes)
un 69% presentaba baja expresion del gen
hMSH2. (p<0.001). Sin embargo no hubo dife-
rencia estadisticamente significativa en cuanto
a recurrencia segun el grado de expresion IHQ
de hMLH1 (p=0,065).

Analisis IHQ y pacientes fallecidos.

Al analizar los pacientes fallecidos como con-
secuencia del tumor testicular (10 pacientes)
(muerte cancer especifica) se puede observar que
aquellos pacientes que tienen un bajo grado de
expresion de hMLH1 fallecen estadisticamente
mas que aquellos que tienen una alta expresion
del gen (p=0,036). Un 80% de los pacientes falle-
cidos tenian una baja expresiéon y un 20% una
alta expresion versus un 45% y 54% de los pa-
cientes vivos.

En el caso de la expresiéon IHQ de hMSH2 no
se observo diferencia significativa en cuanto a
muerte cancer especifica. (p=0,289) Tabla IlI.
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Correlacién muerte cancer especifica y grado de expre-
sién IHQ de hMSH2

IHQ hMSH2 Situacion Total
Vivo Muerto
Alto 62 4 66
% con hMSH2 93,9% 6,1% 100%
% con Muerto 57,4% 40,0% 55,9%
Bajo 46 6 52
% con hMSH2 88,5% 11,5% 100%
% con Muerto 42,6% 60,0% 44,1%
Total 108 10 118
% con hMSH2 91,5% 8,5% 100%
% con Muerto 100% 100% 100%

(p<0,289)
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FIGURA 3. Analisis de Inestabilidad Genética.
MSI: Inestabilidad Microsatélite.
LOH: Pérdida de Heterozigocidad.
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En el andlisis de los diferentes marcadores
encontramos grados variables de MSI y de LOH
segun se resume en la Tabla IV. En general se
observan grados variables de MSI y de LOH, no
observandose diferencias significativas en el
ndmero de marcadores con MSI y LOH para
cada tipo histologico especifico (p=0,358 vy
p=0,432)

Al analizar conjuntamente la frecuencia de
MSI y la expresiéon IHQ de hMLH1 y hMSH2
respectivamente vemos que aquellos pacientes
que tienen una baja expresidon inmunohisto-
quimica de los genes, tienen una mas alta fre-
cuencia de inestabilidad 94% (54/57) y 92%
(48/52), lo que no se observa con la misma fre-
cuencia en los pacientes con alto grado de
expresion inmunohistoquimica 73% (45/61) y
77% (51/66). La diferencia entre ambos grupos
en cuanto a inestabilidad y grado de expresion
es estadisticamente significativa con valores de
p=0,002 y p=0,027. Esta diferencia no se
observa para LOH (p=0,672 and p=0,036)

La deteccion de inestabilidad microsatélite
en los canceres con baja expresion IHQ de
hMLH1 y hMSH2 en comparaciéon con aquellos
canceres con alta expresion de los genes es
estadisticamente significativa (p<0,05). La pre-
sencia de MSI en méas de un marcador se
detectd en un 83% de los tumores estudiados.

Para determinar la importancia y correla-
cion de la MSI en los diferentes tumores se
dividio la serie en dos grupos, el primer grupo

Tabla 4
Porcentaje de expresion de MSI y de LOH segln cada
marcador utilizado

MSI % LOH %
BAT 25 18 15,3 - -
BAT 26 12 10,2 - -
LNSCA 11 9,3 60 50,8
D3S1029 14 11,.9 35 29,7
D2S123 24 20,3 26 22
TPS3CA 31 26,3 40 42,4
D3S1283 23 19,5 56 47,5
D3S1293 18 15,3 58 49,2
D9S66 19 16,5 30 25,4
D9S113 30 25,4 24 20
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con 3 marcadores con inestabilidad, y el
segundo con 4 o0 mas marcadores con MSI. Los
datos muestran que aquellos enfermos que
tienen méas de 4 marcadores con inestabilidad
presentan una mayor frecuencia de recidiva
tumoral y muerte cancer especifica. (p=0,01 y
p=0,04). No se observd diferencia estadistica al
analizar esta variable aislada con la presencia
de enfermedad avanzada al momento del diag-
nostico (p=0,58)

Al asociar el grado de expresion IHQ de
hMSH2 y h MLH1 y la frecuencia de MSI, se
observa que cuando existe un bajo grado de
tincion y alta frecuencia de MSI (> 4) los
pacientes presentan un estadio tumoral mas
avanzado y mayor recurrencia tumoral que el
grupo con menos de 3 MSI y alto grado de
expresion IHQ. (p=0,018).

DISCUSION

La investigacion inmunohistoquimica de los
genes sin duda representa un desafio, ya que
los criterios de los observadores no siempre
son uniformes, por ello hemos utilizado obser-
vadores independientes, que comparando el
grado de expresion en células tumorales y no
tumorales (estromales incluidas), logran una
correlacion del 93%, por lo que creemos que
uniformando los criterios se pueden obtener
resultados validos.

En este trabajo investigamos la expresion
IHQ de dos genes del “Mismatch repair system”,
ambos previamente estudiados por este grupo
en la expresién de otros tumores urol6-
gicos419-21 " encontramos que ambos genes
tienen un patrén de expresioén nuclear ya que
actian como es esperable tratando de reparar
el ADN dafado, principalmente en la fase de
sintesis del ciclo celular. En los diferentes tipos
celulares encontramos que el patréon de expre-
sion es uniforme sin observarse grandes dife-
rencias en los distintos subtipos, sin embargo
en el caso de los seminomas encontramos un
alto grado de expresion para hMSH2, que fue
significativamente més alto, si se le compara
con los otros tipos. Es importante hacer notar
que esta diferencia s6lo se encontré en los
tumores puros y no en los seminomas que
tenian un componente mixto. EI Seminoma se
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considera como el mas diferenciado de los
tumores testiculares y tal vez por eso el menos
agresivo y con un patron de diseminacion mas
lento. Quizas es en este tipo tumoral mas dife-
renciado donde hMSH2 es capaz de actuar mas
adecuadamente tratando de reparar el ADN
dafiado. Concordante con esta observacion es
gue ambos genes se encuentra altamente
expresados en los tumores localizados y su
grado de expresion disminuye conforme el
tumor es mas avanzado (mas indiferenciado).
Esta observacion nos permite plantear que tal
vez estos genes son capaces de actuar en las
primeras fases de la tumorogénesis, cuando
hay dafios menores en el ADN. En esta misma
hipétesis de trabajo, al analizar lineas celu-
lares de cancer prostatico encontramos que los
tumores mas indiferenciados de cancer prosta-
tico (LnCap) presentaban mutacion de hMSH2,
y que especimenes de cancer prostatico con
altos grados de Gleason presentaban también
una baja expresion de hMSH2; es decir pierde
su funcidn o se inactiva cuando el dafio celular
en el ADN es mayor?l. La expresién de los
genes no es homogénea en todas las etapas de
la tumorogénesis y es probablemente la acu-
mulaciéon progresiva de inactivaciones de genes
de reparaciéon y genes supresores lo que lleva a
los tumores a un crecimiento méas descontro-
lado en sus etapas finales.

Por otra parte, después de analizar los
patrones de conducta de hMSH2 en tumores de
testiculo y préstata pareciera que éste actla en
las primeras etapas de la tumorogénesis o en
estadios tumorales iniciales y tal vez por esto
este gen aparece como mas relevante en la
recaida tumoral y no en los episodios de
muerte en cancer testicular.

La expresion IHQ de hMSH2 es homogénea
en los tubulos seminiferos, tanto en las células
béasales como en las luminares, en todos los
estadios de la espermatogénesis, sin embargo
hMLH1 esta expresado mayormente en las
células basales, en la fase premedética, lo que
también fue observado por otros investigadores
en una serie mas pequefa?2. Es dificil darle
una interpretacién a este hallazgo, pero
sugiere que de alguna manera estos genes
actuan en periodos diferentes de la fase de sin-
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tesis, por lo que tal vez su rol en la prevencion
de la oncogénesis puede ser diferente.

Al intentar ver la correlacion que estos
genes tienen como factores prondésticos en los
eventos determinantes, como estadio clinico,
recaida y muerte, puede ser pretencioso tratar
de explicarlo sélo en base a estas variables,
considerando que hay una gran cantidad de
factores que pueden influir indirectamente,
sobretodo en las dos ultimas, ya que los
enfermos recibieron quimioterapia en los de
tumores avanzados, y que si bien fue el mismo
esquema (esquema nacional BEP) la variabi-
lidad de respuesta esté influenciada por varia-
bles no sélo genéticas sino también ambien-
tales. A pesar de estas limitantes llama pro-
fundamente la atencién la correlacion estadis-
ticamente significativa que existe con la posi-
bilidad de recaida o recurrencia tumoral y la
muerte cancer especifica cuando hMLH1 vy
hMSH2 estan pobremente expresados. La baja
expresion de los genes (mutacidn, inactivacion)
se tradujo en una mayor frecuencia de eventos
adversos. Es destacable también que al
momento del diagndéstico exista un mayor
ndmero de cénceres clinicamente avanzados
cuando existe baja expresion de este gen.
Similar observacion ya se habia registrado en
tumores prostaticos en cuanto al grado de
diferenciacion y también en cuanto a la reci-
diva bioquimica posterior a prostatectomia ra-
dical.

Estos hallazgos permiten proponer un rol
importante de estos genes como factor pronés-
tico a considerar en tumores testiculares. Tal
vez estos parametros moleculares permitan
predecir las respuestas y aventurar un pronés-
tico, y con ello tal vez definir en el futuro tera-
pias mas agresivas en un grupo de enfermos
especificos.

Otros autores han reportado MSI en can-
ceres prostaticos de alto grado y en canceres
avanzados sugiriendo algdn rol del MMR en la
progresion de las neoplasias cuando este sis-
tema se encuentra dafiado. Sin embargo, el
grado de MSI en estos estudios depende del
numero de marcadores utilizados y del porcen-
taje que demuestran inestabilidad?3-25. MSI ha
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sido asociada en multiples oportunidades con
agresividad, diferenciacion, ploidia entre otras,
asi también el ndmero de marcadores que
expresan inestabilidad también parece impor-
tante al momento de tomar consideraciones,
basados en ello realizamos un panel lo mas
amplio posible buscando al menos 10 marca-
dores incluidos BAT 25 y BAT 26, para deter-
minar la relacion de MSI con la IHQ y con los
factores prondsticos. Como hallazgo, el numero
de MSI es mas o menos constante en los dife-
rentes subtipos celulares sin grandes diferen-
cias entre ellos, y un 83% de los tumores pre-
sentaban al menos un marcadores con MSI, lo
que demuestra lo preponderante de este fené-
meno en los canceres y su inespecificidad. Sin
embargo cuando uno correlaciona las dife-
rentes variables con un ndmero mas significa-
tivo de marcadores con MSI (>4) los datos son
mas consistentes observandose una mayor fre-
cuencias de recaidas o recurrencia tumoral
que en los pacientes que tenian poca MSI.
Como parte complementaria de este estudio
esperamos poder realizar el andlisis de inesta-
bilidad en un grupo seleccionados de pacientes
(otra muestra) que tenian clinicamente un
estadio | y que en la disecciéon ganglionar se
encontraron metastasis ganglionares; ésto
podria mostrar como se manifiesta la MSI en
las micro metéastasis.

La correlacion de las variables IHQ con MSI
también muestra hallazgos importantes. Asi
vemos que cuando el grado de tincion es bajo,
la frecuencia de MSI aumenta significativa-
mente, y es mas claro que en el subgrupo del
8% de pacientes con bajo grado de tincion y
con mas de 4 marcadores con MSI, el pronods-
tico es mas malo con mayor recurrencia, esta-
dios mas avanzados y mas muertes cancer
especifica.

En resumen creemos que el analisis IHQ
aparece como una herramienta uatil para ver la
expresion de hMSH2 y hMLH1 en tumores tes-
ticulares, especialmente cuando se correla-
ciona con el analisis de MSI, éstos pueden ser
utilizados como elementos pronéstico en el
futuro, entendiendo sin duda que el desarrollo
de los tumores es multifuncional.
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