11216

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADC
HOSPITAL GEN:zRAL DE MEXICO

“DISTRIBUCION DE CELULAS CON CROMOSOMA Y EN
GONADOBLASTOMA Y GONADA DISGENETICA EN
PACIENTES PEDIATRICOS CON CARIOTIPO
45 X/46.XY"

SECRETARIA DE SALUD
SPITAL SENERAL DE MEXICO

ORGAN'S” 0 [1SCINTRALIZADO

“““\ QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
| ESPECIALSTA  EN  GENETICA  MEDICA
R E S§ E N T A

REBECA ALVAREZ AUBERT

Cf ; LG »-f-_-'_ ) c --‘.-(_,f/‘:)c‘;?
_ASESOR: DRA. GLORfA QUEIPO GARCIA

MEXICO, D, F. 2004

ROSPITAL GENERAL DE MEXICO. 00 D,



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1.

INDICE

Antecedentes
1.1. Diferenciacion sexual normal
1.2. Alteraciones de la diferenciacion sexual
1.2.1. Sindrome de Turner
1.2.2. Disgenesia gonadal
1.2.3. Hermafroditismo verdadero
1.2.4. Pseudohermafroditismo masculino
1.3. Tumores testiculares
1.3.1. Tumores del estroma gonadal
1.3.2. Tumor de las células de Leydig
1.3.3. Tumor de las células de Sertoli
1.3.4. Tumor de células de la granulosa
1.3.5. Gonadoblastoma
1.3.6. Tumor de saco vitelino
1.3.7. Carcinoma embrionario
1.3.8. Coriocarcinoma
1.3.9. Teratoma

1.3.10 Seminoma/disgerminoma

10

10

11

12

12

14

14

14

15

15



2. Justificacion
3. Objetivos
4. Material y métodos
4.1 Perfil hormonal
4.2 Analisis citogenético con bandas GTG
4.3 Analisis histologico
4.4 Extraccion de DNA
4.5 Analisis por PCR
4.6 Analisis por FISH
5. Resultados
5.1 Estudio clinico
5.2 Estudio citogenetico
5.3 Estudio molecular
5.3.1 Analisis por PCR
5.3.2 Analisis por FISH
6. Discusion

7. Bibliografia

16

17

18

18

18

18

20

21

23

25

25

29

30

30

31

35

40



AGRADECIMIENTOS

« Al departamento de Genética del Hospital General de México por las facilidades

proporcionadas para el desarrollo de este trabajo.

« A mi tutora la Dra. Gloria Queipo por todo su apoyo, dedicacion y orientacion

para la realizacion de este proyecto.

» A la Dra. Susana Kofman por haberme dado su apoyo y la oportunidad de

formar parte de su equipo de trabajo.

» A Karem Nieto e Icela Palma por su colaboracion en la realizacion de este

trabajo.



DEDICATORIA

A mi mejor amigo y esposo Allan



1. ANTECEDENTES

1.1 DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL

La diferenciacion sexual es el proceso mediante el cual los mamiferos se desarrollan
en machos o hembras. La importancia fisiolégica de este proceso es poder mantener la
reproduccion sexual y la preservacion de las especies.

En los humanos el proceso de la diferenciacion sexual se divide en 3 etapas
consecutivas (Kofman-Alfaro y cols, 1982). La primera etapa o cromosémica es
cuando el espermatozoide portador de un cromosoma X o Y fertiliza a un 6vulo,
siempre portador de un X, lo que origina un cigoto con complemento cromosémico XX
(femenino) o XY (masculino). El cromosoma Y es necesario para que se desarrolle el
testiculo ya que en él se encuentra el factor determinante testicular (Ford C y cols,
1959); ésto ocurre independiente al nimero de cromosomas X presentes (Muller U,
1994. Ford y cols, 1959). En la etapa gonadal ocurren los cambios que llevan a la
transformacion de la génada indiferenciada hacia testiculo u ovario. En el primer caso
la presencia del gen determinante testicular (SRY) iniciara la cascada de sefializacion
que finalizara con la formacion del testiculo fetal funcional, por el contrario en el caso
de la hembra la ausencia de SRY favorecera el desarrollo del ovario. La etapa
fenotipica es consecuencia de la accién hormonal producida por el testiculo y de la
ausencia de éstas en la hembra. La primer hormona producida por el testiculo fetal es
sintetizada en las células de Sertoli y corresponde a la hormona inhibidora de
millerianos (HIM) cuya accién es degenerar los conductos de miiller. Este proceso
iniciara entre la octava y novena semana de gestacién y terminara hacia la onceava
semana. La segunda hormona en actuar es la testosterona, producida por las células
de Leydig, cuyo efecto principal se ejercera sobre los conductos de Wolff, los cuales se
diferenciaran en epididimo, conductos deferentes, vesiculas seminales y conducto
eyaculador. La tercera hormona es la dehidrotestosterona (DHT) que resulta del



metabolismo de la testosterona a su forma 5 alfa reducida por accién de la enzima 5
alfa reductasa, ésta se encargara de la diferenciacion de los genitales externos. Al
actuar sobre el tubérculo genital se desarrollara el pene, los pliegues genitales se
alargaran y al fusionarse formaran la porcion membranal de la uretra masculina,
mientras que los engrosamientos labioescrotales, localizados a ambos lados del orificio
uretral formaran el escroto, donde se alojaran los testiculos hacia el tercer trimestre de
la gestacion cuando terminen su descenso.

Aunque la via molecular de la diferenciacion sexual todavia no se conoce por
completo, hasta el momento los genes que participan en esta via se agrupan en 3
clases de acuerdo a su estructura o al momento en que ejercen su funcion (Fig. 1)
(Swain A y cols, 1999). El primer grupo se constituye por factores de transcripcion,
los cuales participan desde las primeras etapas de la diferenciacion en la cresta genital
hasta los procesos finales durante la diferenciacion de las diferentes estirpes celulares.
En este grupo se encuentran genes como SF1 (Morohasi K y cols, 1993. Luo X y cols,
1994), WT1 (Kriedberg J, 1993. Reddy J y cols, 1996), LIM1 (Shwalot W y cols, 1995),
Emx2 (Miyamoto N y cols, 1997), GATA4 (Tevosian S y cols, 2002) y DMTR1
(Raymond C y cols, 1998). En el segundo grupo se encuentran los genes
determinantes de testiculo, éstos pertenecen a la familia SOX (SRY-type HMG BOX),
aqui se encuentra el gen SRY (Sex determining Region on Y-chromosome) (Berta P y
cols, 1990. Gubia J y cols, 1990) y SOX9 (Kent J y cols, 1996. Da Silva SM vy cols,
1996). La funcion especifica de éstos es determinar y promover el desarrollo testicular.
El tercer grupo esta constituido por los genes que promueven el desarrollo del ovario,
éstos son considerados antagonistas testiculares y a este grupo pertenecen
principalmente DAX1 Y WNT4 (Swain A y cols, 1998. Vaino S y cols, 1999). Una
caracteristica importante es que son genes sensibles a dosis, esto se ha observado en
pacientes con reversion sexual 46,XY y duplicacion de DAX1 6 WNT4 (Swain A y cols,
1998. Vaino S, 1999).



Todos estos genes, participan en una compleja cascada cuyo fin es llevar a cabo
la formacion de génadas bien diferenciadas. Si bien se consideraba que el desarrollo
del ovario era un proceso pasivo, cada vez hay mas evidencia de que su formacion
requiere de la expresion de ciertos genes.

GONADA BIPOTENCIAL DETERMINACTON DESARROLLO
SEXLUAL GONADAL
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Fig. 1 Esquema de la cascada molecular de la diferenciacion sexual



La gdénada es el Gnico érgano bipotencial ya que este puede desarrollarse hacia
ovario o testiculo. Esta se deriva de la cresta gonadal, pasa por un periodo
indiferenciado y de acuerdo al ambiente genético, iniciara el desarrollo de un testiculo
hacia la 8 semana de gestacién (SDG) o bien de un ovario a la 11 SDG. En el
desarrollo de la génada bipotencial genes como SF1, WT1 y LIM1 juegan un papel
importante. Una vez establecida la génada indiferenciada el desarrollo gonadal
masculino iniciara con la expresion de SRY, el cual pareceria ser el “switch” génico que
desencadena los eventos celulares que conduciran a la formacion del testiculo. Dentro
de las caracteristicas de SRY se conoce que es un gen pequefno que contiene un solo
exon y codifica para una proteina de 223 aminoacidos con un dominio central HMG
(High Mobility Group). Las proteinas HMG fueron identificadas como un grupo
heterogéneo de componentes no histonicos del nucleosoma; SRY tiene la
caracteristica de unirse a sitios especificos en la curvatura menor del DNA, induciendo
un plegamiento organizado de la estructura de la cromatina y facilitando de esta forma
el ensamblaje de complejos nucleoproteicos (Goodwin G y cols; 1973. M.J. O'Neill, et
al). Se sugiere que el plegamiento en el DNA da como resultado una yuxtaposicion de
otros factores de transcripcion unidos a sitios distantes, induciendo asi la activacion o
represion de genes blanco. El blanco especifico de SRY aun se desconoce, sin
embargo, existen algunos candidatos como SOX9. Este es un gen autosomico
localizado en 17q24 relacionado estructuralmente con SRY y que inicia su
transcripcion poco tiempo después de la expresion de éste gen (Wright E y cols, 1995.
Kent J y cols, 1996). La expresién de SOX9 se limita a la célula de Sertoli y se sugiere
que ésta célula sera la encargada de dirigir la organizacién de los tdbulos seminiferos.
Existe un reporte donde duplicaciones de SOX9 en un individuo 46,XX ocasiona
reversion sexual en ausencia de SRY (Huang B y cols, 1999). Este gen también
reprime durante el desarrollo testicular a WNT4 quien a su vez actia sobre DAX1
durante el desarrollo ovarico. Existe evidencia de que SRY también actia sobre el
promotor de la HIM participando en la expresion de esta hormona. A lo largo de esta



via molecular pueden presentarse errores que conducen a alteraciones de la
diferenciacion sexual y que se dividen de acuerdo al momento en que se presentan.

1.2 ALTERACIONES EN LA DIFERENCIACION SEXUAL

Las alteraciones de la diferenciacion sexual constituyen un grupo heterogéneo de
padecimientos originados por defectos durante las etapas del desarrollo sexual.
Tomando en cuenta todos los padecimientos que afectan el desarrollo genital, éstos se
presentan en 1 de cada 250-300 recién nacidos vivos (Pask A y cols, 2003). Estas

alteraciones se dividen en anomalias cromosémicas, gonadales y fenotipicas.

1.2.1 SINDROME DE TURNER
El sindrome de Turner es una entidad que resulta de la falta total o parcial de un

segundo cromosoma sexual. La incidencia es de 1 en 2,000 a 3,000 recién nacidas
vivas. Pueden presentarse diversos cariotipos, en 55-60% de los casos el cariotipo es
45X, en 25% se encuentran mosaicos y en el resto encontramos alteraciones
cromosomicas estructurales, siendo la mas comun el isocromosoma de brazos largos
del cromosoma X. El complemento 45,X es una de las anormalidades cromosémicas
mas comunes en abortos espontaneos del primer trimestre (15-20%). Las principales
caracteristicas de este padecimiento son talla baja, disgenesia gonadal, amenorrea
primaria e infertilidad y un espectro variable de anomalias conocidas como estigmas
somaticos del sindrome, entre las cuales destacan alteraciones craneofaciales y de
cuello, térax en escudo, alteraciones esqueléticas, cardiacas (50%) y renales (60%). Se
ha reportado que por cariotipo y técnicas moleculares, la presencia de una segunda
linea celular con material cromosomico del Y esta presente en 6-12%. Las pacientes
con sindrome de Turner y secuencias positivas del Y tienen 10% de riesgo de
presentar gonadoblastoma y éste aumenta con la edad (Gravholt CH y cols, 2000).



1.2.2 DISGENESIA GONADAL
La disgenesia gonadal 46,XY es una alteracion de la diferenciacion gonadal

caracterizada por el desarrollo anormal de las gonadas. Histoléogicamente las

disgenesias gonadales se dividen en 3 grupos (Le Caignec C y cols, 2003):

1. Disgenesia gonadal pura o completa (DGP): se caracteriza por ausencia de
desarrollo testicular, estrias gonadales bilaterales, estructuras millerianas bien
desarrolladas y ausencia de derivados wolffianos.

2. Disgenesia gonadal mixta (DGM): se observa estria gonadal de un lado y testiculo
disgenético contralateral o de apariencia normal. El desarrollo de las estructuras
millerianas y wolffianas correlaciona con la génada ipsilateral.

3. Disgenesia gonadal parcial: existen testiculos disgenéticos bilaterales con desarrollo
de estructuras millerianas o wolffianas segun el grado de diferenciacién de la
gonada.

La DGP es un sindrome de reversion sexual donde existe discordancia entre el
sexo cromosémico y el sexo gonadal. Clinicamente los pacientes son fenotipicamente
femeninos, con amenorrea primaria, desarrollo puberal inadecuado y genitales externos
infantiles. El Gtero y las trompas de Falopio estan presentes pero son hipoplasicos. En
15-20% se han identificado mutaciones en SRY principalmente en la caja HMG, éstas
son muy heterogéneas, ya que se han descrito aproximadamente 35 diferentes
mutaciones, siendo las mas comunes de sentido equivocado y sin sentido. Los tumores
de células germinales, principalmente el gonadoblastoma y el
seminoma/disgerminoma, ocurren con frecuencia en este padecimiento. Al grupo de
las reversiones sexuales también pertenecen los varones XX y los hermafroditas
verdaderos.

Las disgenesias gonadales mixtas se caracterizan por alteraciones del desarrollo
gonadal, clinicamente se presentan con ambigliedad genital, la cual puede variar
dependiendo de la gonada presente. En la mayoria de los pacientes se encuentran 2
lineas celulares 45,X/46XY, siendo el Y normal o anormal. Es importante sefialar que la



presencia de este cariotipo se asocia con un amplio espectro fenotipico que va desde
pacientes con sindrome de Turner clasico y estigmas bilaterales, pasando por la DGM
con las caracteristicas antes mencionadas hasta individuos masculinos con testiculos
disgenéticos bilaterales. Todos ellos tienen el riesgo de desarrollar neoplasias
gonadales. Estos mosaicos pueden ser generalizados o confinados a la génada y no se
distribuyen homogéneamente (Chemes H y cols, 2003), lo que nos podria explica la
alteracion gonadal en la mayoria de estos pacientes. En pocos casos de DGM se han
identificado microdeleciones en las regiones 3" ¢ 5° del gen SRY y mutaciones sin
sentido.

1.2.3 HERMAFRODITAS VERDADEROS

Los hermafroditas verdaderos (HV) se caracterizan por la coexistencia de tejido ovarico

y testicular en un mismo individuo (Berkovitz GD y cols, 1982), ya sea como ovotestes
(tejido ovarico y testicular en una misma génada) o con testiculo de un lado y ovario
contra lateral, la forma mas frecuente de presentacion es la primera. El tejido ovarico
generalmente es funcional, no asi el testicular, pudiendo llegar a presentarse
ovulaciones. El HV es una anomalia genéticamente heterogénea, en 60% encontramos
un cariotipo 46,XX; de los cuales unicamente el 10% son SRY positivos en sangre
periférica y existen algunos casos de mosaicismo para SRY confinado a la génada
(Hadjiathanasiou CG y cols, 1994. Inoue H y cols, 1998. Jiménez AL y cols, 1999.
Queipo G y cols, 2002); un 33% son quimeras o mosaicos que presentan lineas
celulares con Y y un 7% son 46,XY, dentro de los cuales en 3 casos se han identificado
mutaciones en SRY Braun A y cols, 1993. Hiort O y cols, 1995. Maler E y cols, 2003).
Clinicamente se presentan con ambigledad genital y desarrollo variable de estructuras
mullerianas y/o wolffianas. El tratamiento depende de varios factores como fenotipo,

edad de diagnéstico, sexo de asignacién, entre otros.



1.2.4 PSEUDOHERMAFRODITISMO MASCULINO
Los pseudohermafroditismos masculinos (SHM) son un grupo de enfermedades que se

caracterizan por presentar desarrollo testicular bilateral y ambigliedad de genitales o
fenotipo femenino. Existen multiples causas que originan esta alteracion; entre las mas
comunes se encuentran la insensibilidad completa y parcial a la accién de los
andrégenos Yy la deficiencia de 5 alfa reductasa. La insensibilidad completa a la accién
de los androgenos tiene un patrén de herencia recesivo ligado al X, los individuos XY
afectados presentan un fenotipo femenino con genitales externos y glandula mamaria
bien desarrollados, el clitoris puede ser pequefio, los labios mayores y menores son
hipoplasicos y la vagina es corta, terminando en un fondo de saco; es caracteristico la
ausencia de vello pubico y axilar. Debido a que las génadas estan localizadas en regién
inguinal o abdominal las pacientes pueden presentarse con hernias inguinales, dato
que en una nifia hace sospechar en este diagndstico. Los conductos wolffianos estan
presentes, sin embargo, éstos no se diferencian por la falta de accion androgénica. Se
piensa que antes de los 25 afos el riesgo de malignizacion de las gonadas es bajo, sin
embargo, después de esta edad se incrementa del 4 al 9%. Por este motivo se
recomienda la remocién profilactica de las gonadas. La insensibilidad parcial a la
accién de los andrégenos es la variedad mas frecuente de SHM. El espectro fenotipico
es muy amplio, abarcando desde un fenotipo femenino con genitales externos
hipoplasicos y escaso vello hasta un fenotipo masculino con datos de virilizacion
incompleta como hipospadias. La infertilidad es una caracteristica de estos pacientes
debido a las alteraciones durante la espermatogénesis, asi como a un mal desarrollo
del sistema eyaculador.

La deficiencia de 5 alfa reductasa con patrén de herencia autosémico recesivo, se
caracteriza por ausencia de la enzima encargada de convertir a nivel periférico la
testosterona (T) a dehidrotestosterona (DHT), esta Ultima responsable de la virilizacion
de los genitales externos masculinos. Los pacientes presentan diversos grados de
ambigliedad genital, es frecuente encontrar hipospadias, criptorquidia y micropene. El



diagnéstico se establece midiendo la relacién entre la T y la DHT basal y después de
estimulacion con gonadotropina coriénica humana (hCG), la cual en condiciones
normales no debe ser mayor de 15. En la adolescencia suele presentarse cierta
virilizacion por accion de la testosterona como cambios en la voz, aumento de la masa
corporal, crecimiento del pene y descenso testicular.

Los pacientes que cursan con estados intersexuales ademas de presentar las
caracteristicas propias de cada padecimiento, tienen un riesgo elevado de desarrollar
tumores gonadales. El riesgo de presentar neoplasias testiculares se ha asociado de
manera importante a 3 condiciones especificas: presencia de un cromosoma Y normal
o anormal, evidencia molecular de secuencias derivadas del Y, y a la localizacion
intraabdominal de la gonada (Chemes H y cols, 2003. Balzac | y cols, 1999.
Slowikowska-Hilczer J y cols, 2003). Dentro de las alteraciones de la diferenciacion
sexual que presentan un mayor riesgo de desarrollar neoplasias gonadales,
principalmente gonadoblastoma, se encuentran: la disgenesia gonadal (Scully RE,
1970. Gourlay WA vy cols, 1994. Chemes H y cols, 2003), algunos pacientes con
fenotipo Turner (Gravholt CH y cols, 2000), ocasionalmente el pseudohermafroditismo
masculino 46, XY (Gourlay WA y cols, 1994. Chemes H y cols, 2003. Gravholt CH y
cols, 2000. Chen CP y cols,1999); y también se ha reportado en hermafroditas
verdaderos 46,XX/46,XY (Talerman A y cols, 1990).

Dentro del abordaje de los pacientes con estados intersexuales, se debe realizar
estudio citogenético y molecular; ya que con los resultados se pueden tomar las
decisiones necesarias para disminuir el riesgo de desarrollar tumores gonadales.



1.3 TUMORES TESTICULARES

Los tumores testiculares son neoplasias frecuentes que se presentan de forma aislada
o asociada a otros padecimientos. Existen varios tipos tumorales y la presentacién
varia de acuerdo a la raza, edad y patologia de base. Como es el caso del
gonadoblastoma, un tumor testicular poco frecuente que se observa de forma
caracteristica, aungue no exclusiva, en pacientes con estados intersexuales. La OMS
clasifica los tumores testiculares de acuerdo a la tabla 1(Eble JN y cols, 2004).

Tabla 1
Clasificacion de los tumores testiculares

Tumores de células germinales

Tumores de una estirpe histologica (formas puras)

Tumores de mas de una estirpe histoldgica (formas mixtas)

Tumores de cordones sexuales y estroma gonadal

Tumores Miscelaneos

Tumores hematopoyéticos

Tumores de los conductos colectores y de la rete testis

Tumores de estructuras paratesticulares

Tumores mesenquimatosos de cordén espermatico y anexos testiculares

2l o] @ N[ o] of &« N[ =

0. | Tumores secundarios de los testiculos

1.3.1 TUMORES DEL ESTROMA GONADAL
Los tumores de estroma gonadal constituyen el 4-6% de los tumores testiculares del
adulto y mas del 30% de los tumores testiculares en los nifios. Aproximadamente se
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presentan metastasis en 10%, esto ocurre principalmente en los adultos y no es
posible predecir su comportamiento en base a los hallazgos histolégicos.

1.3.2 Tumor de las células de Leydig

También se le conoce como tumor de células intersticiales y representa el 1-3% de los
tumores testiculares. Al inicio es un tumor benigno pero puede malignizar, esta
compuesto por elementos que semejan el desarrollo y evolucién normal de las células
de Leydig. Este tipo de tumores se puede encontrar en pacientes con sindrome de
Klinefelter y del 5-10% de los pacientes que lo presentan tienen el antecedente de
criptorquidia. La presentacion tiene un comportamiento bimodal, el primer pico se
observa en nifios de 3-9 afios mientras que el segundo pico abarca adultos entre la 32,
y 62. década de la vida. Dentro de las manifestaciones clinicas se observa aumento no
doloroso en el volumen testicular, ginecomastia en 30% de los casos y en algunos
pacientes pediatricos se identifica pubertad precoz. Este tipo de tumor es considerado
funcional ya que tiene la capacidad de sintetizar hormonas esteroides, principalmente
testosterona, androstenediona y dehidroepiandrosterona; los estrégenos y el estradiol
también pueden estar elevados. Encontrar estos tumores de forma bilateral no es
frecuente. Los tumores mayores a 5 cm, con celularidad atipica, actividad mitotica

aumentada, necrosis e invasion vascular son consideradas como lesiones malignas.

1.3.3 Tumor de células de Sertoli

También se le conoce como androblastoma. Es un tumor compuesto por células de
Sertoli en distintas etapas del desarrollo (fetales, prepuberales y adultas). Estos
tumores representan menos del 1% de todos los tumores testiculares y Unicamente se
han reportado 50 casos. Tipicamente se presentan en adultos a una edad promedio de
45 afios. La gran mayoria son esporadicos, sin embargo, algunos han sido asociados al
sindrome de insensibilidad a los andrégenos, sindrome de Carney y sindrome de

11



Peutz-Jeghers. Clinicamente los pacientes se presentan con una masa testicular de

crecimiento lento y rara vez malignizan.

1.3.4 Tumores de las células de la granulosa
Estos tumores se pueden dividir en 2 variantes: formas adultas y juveniles.

1. Forma adulta: es un tumor maligno poco frecuente con crecimiento lento y
unicamente 24 casos han sido descritos en la literatura. La edad de presentacion
es en la quinta década de la vida. Aproximadamente el 25% de los casos
presentan ginecomastia, los pacientes tienen niveles elevados de inhibina y de
la hormona inhibidora de millerianos. Se observan metastasis en
aproximadamente 20% de los casos, incluso varios afos después del
diagndstico inicial.

2. Forma juvenil: es una neoplasia multiquistica en la que su estructura semeja la
de los foliculos de Graaf. Aunque poco frecuente, es el tumor testicular
congénito mas frecuente y comprende el 6.6% de todos los tumores testiculares
en pacientes prepuberales. Clinicamente se presenta como una masa escrotal o
intraabdominal asintomatica, con mayor frecuencia del lado izquierdo, en 30%
de los casos los testiculos afectados tienen una localizacion abdominal. La
mayoria de los tumores se observan en el periodo perinatal y su presentacion
después del primer afio de vida es muy raro. En 20% de los casos se ha
asociado a estados intersexuales principalmente la disgenesia gonadal mixta
45,X/46,XY. No se han observado recurrencias o metastasis.

1.3.5 GONADOBLASTOMA

El gonadoblastoma es un tumor poco frecuente, compuesto de estroma, células
germinales y componentes de cordones sexuales, que tiene potencial de malignizar.
Esta neoplasia gonadal fue descrita por Scully en 1953 como un tumor benigno que

semejaba una génada normal en desarrollo y que afectaba principalmente a un



subgrupo de pacientes con estados intersexuales (Scully RE, 1970). En este grupo de
pacientes representa las 2/3 partes de los tumores gonadales y el riesgo estimado de
que se desarrolle gonadoblastoma varia entre el 15-25% dependiendo de la patologia
de base. La edad de diagnéstico es variable con un rango que va desde el nacimiento
hasta la cuarta década, sin embargo, 94% de los casos se diagnostican entre la 22. y
3?2, décadas de la vida. El diagnéstico en la edad pediatrica es raro (Dumic M y cols,
1993. Hadad NG vy cols, 2003. Goswith J y cols, 1996) y existen pocos casos
reportados en la literatura. El cuadro clinico estd dado por la presencia de la masa
tumoral y de la secrecién ocasional de hormonas esteroides. En algunos pacientes la
naturaleza de la génada no puede ser determinada cuando éstas se encuentran
reemplazadas en su totalidad por el tumor. El estado intersexual que se identifica con
mayor frecuencia asociado al desarrollo de gonadoblastoma es la disgenesia gonadal;
y se sabe que hacia los 40 afos el 25% de los pacientes con DGM desarrolla
gonadoblastoma o tumores de células germinales. Macroscépicamente las gonadas
presentan una superficie rugosa y/o aspera con nodulos amarillentos y por su tamafio
los tumores pueden presentarse como focos microscopicos o medir varios centimetros.
Microscopicamente el tumor se compone de nidos bien circunscritos, redondos u
ovales, con una mezcla de células germinales de gran tamario y de los cordones
sexuales que semejan células inmaduras de Sertoli o de la granulosa, que por lo
general muestran calcificaciones centrales (Russell P y cols, 2002); éstas ultimas
pueden ser focales o extensas. En 2/3 de los pacientes se encuentran células de
Leydig en el componente estromal y se ha sugerido que éstas son las responsables de
la secrecion hormonal observada en algunos casos. Las células de Sertoli se localizan
en la periferia de los tibulos seminiferos y estan en intima asociacion con la membrana
basal que rodea los nidos. El gonadoblastoma tiene la capacidad de expresar y
sintetizar algunas proteinas; las células germinales expresan la proteina VASA, TSPY
(Testis Specific protein Y-encoded) y la proteina p53, mientras que las células
estromales producen inhibina y la proteina de WT1 (Wilms Tumor gene). El



gonadoblastoma per se no tiene un comportamiento invasivo, sin embargo, 50% de los
especimenes muestran evidencia de sobrecrecimiento a expensas del componente
germinal, en cuyo caso la lesiébn ya no se considera benigna y se le denomina
disgerminoma/seminoma. Un 10% adicional de los gonadoblastomas pueden
desarrollar otros tipos de tumores mixtos de células germinales como el tumor de saco
vitelino, el teratoma inmaduro, el carcinoma embrionario y el coriocarcinoma (Russell P
y cols, 2002).

1.3.6 Tumor de saco vitelino

Es un tumor maligno que representa aproximadamente el 20% de los tumores
primitivos de células germinales. Esta neoplasia se observa en 2 poblaciones
diferentes: en nifnos durante la 12. década y en jovenes postpuberales. El 10% de estos
tumores ocurre en los nifios, principalmente entre los 16-17 meses y en esta edad es
considerada la neoplasia testicular mas frecuente, mientras que en los adolescentes la
edad promedio de presentacion es entre los 16 y 19 afios. Clinicamente se encuentra
una masa pélvica o escrotal asintomatica, 90% de los pacientes presentan elevaciones
séricas de alfa feto proteina (AFP) y otros marcadores tumorales como el CA125 y el
antigeno carcinoembrionario pueden estar elevados.

1.3.7 Carcinoma embrionario

Es un tumor poco frecuente de células germinales que se puede presentar durante las
primeras 2 décadas de la vida, sin embargo, por lo general es diagnosticado alrededor
de los 12 anos. Los niveles séricos de AFP y hCG estan elevados.

1.3.8 Coriocarcinoma

Esta neoplasia representa menos del 1% de los tumores de células germinales. Se
presenta en adultos jovenes entre los 25-30 afios de edad y las manifestaciones
clinicas se asocian a la presencia de metastasis. Los valores de hCG se encuentran
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elevados y en 10% de los pacientes se observa ginecomastia. El pronéstico es malo ya
que el diagndstico por lo general es tardio.

1.3.9 Teratoma

Es un tumor benigno compuesto de distintos tejidos derivados de endo, meso y
ectodermo, pueden tener tejidos bien diferenciados o inmaduros. Se presenta tanto en
adultos como en nifios, donde la edad promedio de diagnostico es a los 20 meses.
Estos son tumores no funcionales.

1.3.10 Seminomal/disgerminoma

Es un tumor maligno de células germinales, morfolégicamente tiene un patréon muy
uniforme. Se observan células de citoplasma claro o denso con nucleos grandes y
regulares con uno o mas nucleolos de bordes bien definidos. Clinicamente se presenta
como una masa no dolorosa. Por ultrasonido se observa una imagen caracteristica
compuesta por un contorno bien delimitado, hipoecoico de manera uniforme y con o sin
presencia de lobulos.
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2. JUSTIFICACION

El gonadoblastoma es un tumor poco frecuente que tiende a malignizar. Este se asocia
a estados intersexuales, principalmente la DGM. El diagnostico se realiza generalmente
en la 22. década de la vida, por lo que el estudio de los casos diagnosticados durante la
edad pediatrica podria brindar nuevos conocimientos acerca de la edad, forma de
presentacién, abordaje y manejo que se le da a los pacientes con riesgo de desarrollar
esta neoplasia.



. OBJETIVOS

. Analizar las caracteristicas histologicas de los gonadoblastomas en edad pediatrica.

. Estudiar el cariotipo gonadal y corroborar el estudio con el resultado obtenido en
leucocitos de sangre periférica.

. Analizar el patrén de distribucion de las diferentes lineas celulares en el tumor y en

la gdnada disgenética.

. Estudiar la participaciéon de los mosaicos gonadales dentro de la etiopatogenia de
los tumores testiculares en la disgenesia gonadal mixta.



4. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 5 pacientes en edad pediatrica con diagnéstico de disgenesia gonadal
mixta que desarrollaron gonadoblastoma. Todos los casos fueron de origen mestizo-
mexicano y el motivo de consulta fue la presencia de genitales ambiguos. Todos fueron
esporadicos, con historia familiar negativa para ambigliedad genital, enfermedades
genéticas, neoplasias y consanguinidad. La evaluacion clinica en los pacientes 1-4 fue
realizada entre el primer y el segundo afio de edad mientras que el quinto caso fue
evaluado a los 15 afios. El cuadro clinico, edad de diagnostico, sexo de asignacion,
cariotipo y hallazgos gonadales se resumen en la tabla 2.

4.1 PERFIL HORMONAL

Los parametros endocrinos que se estudiaron incluyeron las siguientes mediciones: LH,
FSH, ACTH, testosterona/dehidrotestosterona (post estimulacion hCG), 17-OH,
progesterona y cortisol.

4.2 ANALISIS CITOGENETICO CON BANDAS GTG
Se realiz6 analisis cromosémico con bandas GTG en leucocitos de sangre periférica y

se analizaron 100 metafases en cada caso.

4.3 ANALISIS HISTOLOGICO - DEFINICION DE TERMINOS —

Estria _gonadal: es una estructura intraabdominal alargada, que muestra estroma
semejante al del ovario con o sin estructuras primitivas de cordones sexuales pero sin
foliculos o células germinales bien desarrolladas.

Testiculo disgenético: es una génada pequena, redonda u ovalada, de localizacion

intraabdominal o inguinal, circunscrita por albuginea delgada, con tubulos seminiferos



pobremente diferenciados localizados hacia el centro de la génada y ampliamente
separados de la periferia por tejido conectivo estromal.

Gonadoblastoma: Es una neoplasia compuesta principalmente por dos estirpes

celulares, células germinales de gran tamafo similares a las observadas en el
seminoma/disgerminoma y células pequefias derivadas de cordones sexuales que
semejan células inmaduras de Sertoli/granulosa. Estos elementos estan intimamente
relacionados y forman pequefios nidos redondos u ovales, separados por bandas de
tejido conectivo y contenidos por una célula basal gruesa. Las células germinales
pueden mostrar una actividad mitética aumentada mientras que los derivados de los
cordones sexuales no muestran mitosis. En algunos nidos se observan calcificaciones.

Seminomal/disgerminoma: es un tumor maligno de células germinales compuesto por

células grandes, uniformes, con citoplasma claro o denso, nicleos vesiculares y
nucleolos prominentes, que se organizan en nidos compactos separados por tabiques
finos de tejido conectivo.

Tumor juvenil de células de la granulosa: es una neoplasia compuesta por células

uniformes eosinofilicas o palidas, con nlcleos ovales y nucleolos poco aparentes,
formando capas alrededor de espacios quisticos semejando a los foliculos de Graaf
con ausencia de células germinales. Estas células forman figuras mitéticas y por
inmunohistoquimica tifien positivamente para vimentina, proteina S-100, citoqueratina e
inhibina.



Tabla 2

Pte. | Edad Sexo Genitales externos Cariotipo Gonada

asignado Der Izq
1 1im | Femenino | falo 1.3x1.5, seno urogenital, |*45,X/46,XY| TD GB EG
estigmas de Turner

2 11m | Femenino falo 1.5x0.8, hipospadias, *45,X/46 XY | GB GB
pliegues escrotales, seno

urogenital

2 2m | Masculino | hipospadias escrotales, hernia | 45,X/46, XY | GB EG TD

inguinal
28m | Femenino Clitoromegalia de 1.8 cm 46, XY TDEGGB TD
15a | Femenino | Ambiguos, falo de 6x3, pliegues | 45,X/46,XY | DG DG

escrotales y estigmas de Turner

GB=gonadoblastoma, TD=testiculo disgenético, * linea celular con Y diagnosticada por
analisis molecular, * linea celular 45,X detectada por FISH

4.4 EXTRACCION DE DNA

El DNA gendémico de los pacientes estudiados se obtuvo siguiendo la técnica
modificada y estandarizada en el laboratorio (Sambrook y cols., 1989). Se extrajeron 3
ml de sangre periférica de cada sujeto, colocandose en tubos vacutainer que contenian
0.05 ml de Na;EDTA como anticoagulante. Con el fin de lisar los eritrocitos, la sangre
se colocd en un tubo cénico y se mezclé con un volumen igual de buffer de lisis TTS
(trisHCL/ triton X-100/ sacarosa). La mezcla se homogenizo y transfirié a tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml, se centrifug6 a temperatura ambiente durante 1.5 minutos a
una velocidad de 9,221g. Se decanto el sobrenadante y se resuspendio el botdn celular
en 1 ml de TTS centrifugandose en las mismas condiciones. Este ultimo paso se repitio
hasta obtener un boton libre de eritrocitos, el paquete de leucocitos se resuspendio en

570 pul de NaCl 50 mM y se agregaron 50 pl de SDS al 10% con la finalidad de lisar las
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membranas leucocitarias. La mezcla se agité durante algunos minutos, para precipitar
las proteinas se adicionaron 200 pl de NaCl, 5 M, se agitdé y se dejdé en reposo. El
boton de leucocitos se centrifugo a 9,221g durante 15 minutos a 4°C y el sobrenadante
fue transferido a un tubo estéril. El DNA se precipitdé adicionando 2.5 volimenes de
etanol absoluto (-20°C), el precipitado obtenido se recolecté con una pipeta pasteur de
punta curva y se lavo con etanol frio al 70%. La muestra se dejé secar a temperatura
ambiente, se resuspendié el volumen con 200 a 400 pl de agua estéril destilada y de-

ionizada. Las alicuotas de DNA se almacenaron a —20° C hasta su uso.

4.5 ANALISIS POR PCR

En el paciente 1, se realizé estudio por PCR del DNA obtenido de leucocitos y se
analizaron diferentes regiones del cromosoma Y (PABY, AMELY, SRY, Ycen y Yqgh).
Como control intraensayo se amplifico el repetido alfoide centromérico del cromosoma
X. El volumen total de la PCR fue de 25 pl; todas las reacciones incluyeron 50 ng de
DNA, 100 ng de cada primer, 1U de taq polimerasa, 1.5 mM I'\a‘lgCI2 y 80 ul de cada
dNTP. El programa para la amplificacién de SRY fue: 94° C (5 min), 94° C (1 min), 68°
C (1 min) y 72° C (2 min) por 35 ciclos y después 72° C (10 min). Los programas
utilizados para el resto de las secuencias fue similar al anterior, lo Unico que cambié
dependiendo de la secuencia analizada fue la temperatura de alineamiento (tabla 3).
Todos los ensayos se realizaron por triplicado incluyendo como controles un blanco
negativo y DNA de un varén sano como positivo.
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Tabla 3

Nombre Secuencia Temp. de Producto
aliniamiento | amplificado
PABY |PABY-1:
5-TGG GCA CTT ACA CAT AGA CGT - 37 Tm=256°C 250 pb
PABY-2:
5-CTTCTCTIT GAAGTG TAAGGAG-3’
AMELY |AMELY-1: Tm=258°C 216 pb
5-CCTACC GCATCAGTGAATTTC -3’
AMELY-2:
5-TCT GTATGT GGA GTACACATG G- 3
SRY | XES 10:
5- GGT GTT GAG GGC GGAGAAATGC-3" | Tm=68°C 615 pb
XES 11:
5- GTA GCC AAT GTTACCCGATTIGTC -3’
Ycen |Y1:
5 - ATG ATA GAA ACG GAAATATG -3’ Tm=57°C 170 pb
Y2:
5 - AGT AGA ATG CAAAGG GTCCC -3
Ygh |[Y1.1:
5 -TCCACTTTATICCAGGCTTGTCC-3" | Tm=57°C 130 pb
Y1.2:
5°-TTG AAT GGA ATG GGA ACG AAT GG -3°
Xcen |X1:
5" - AAT CAT CAAATG GAGATTTG-3° Tm=57°C 130 pb

X2:
5 -GTTCAGCTC TGT CAGTGA AA-3°
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4.6 ANALISIS POR FISH

El analisis por FISH se realizd en cortes desparafinados de tejido gonadal. Se utilizaron
sondas de casa comercial Vysis de regiones centroméricas de X y Y marcadas con
fluoresencia verde y roja respectivamente; como control interno se utilizé una sonda
centromérica del cromosoma 18 marcada en aqua (Figura 2). Se realizd de la siguiente
manera: se montaron cortes de 5 micras de espesor del tejido gonadal sobre laminillas
cargadas positivamente (FISHER). Para desparafinar se utilizoé un kit de casa comercial
(Vysis, Inc. Downers Grove, IL), de forma inicial se realizaron 3 lavados consecutivos
con un detergente no iénico (Citrisolv) durante 10 minutos, posteriormente la muestra
se lavo en 2 ocasiones con etanol al 100% durante 5 minutos dejando secar la muestra
a 50° C por 2 minutos. Se realizd6 un pre tratamiento con la solucién de “pre
tratamiento” durante 30 minutos a 80° C, las laminillas se incubaron con una solucion
de proteasa, se lavaron en 2 ocasiones y los especimenes se fijaron con formalina al
10%. Para la hibridacién la muestra se desnaturalizé en una solucién con 70% de
formamida en 2X de SSC (solucion salina de citratos pH 7-8); las laminillas se
sumergieron en la solucion durante 5 minutos a 75° C (la temperatura es critica en este
paso). Posteriormente la muestra se deshidraté durante 3 minutos en 3
concentraciones de etanol al 70, 85 y 100% respectivamente, una vez que la muestra
seco por completo se colocd a 50° C con la finalidad de evaporar el alcohol restante.
Se aplicaron 10 pl de la sonda previamente desnaturalizada, la laminilla se sellé y se
dejé hibridar a 37° C durante 24 horas. Posteriormente la muestra se lavo a 73° C
durante 2 minutos en una solucion de lavado que contenia 0.4XSSC/0.3% NP-40
(nonidet P 40), se repitio el lavado en las mismas condiciones en una solucién con
2XSSC y 1% de NP-40. Para la visualizacién de la sonda se aplicaron 10 pl de la
contra tincion de DAPI Il y se analizd en un microscopio de fluorescencia. Las
condiciones de hibridacion fueron previamente descritas (Pinkel D y cols, 1986).
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Fig. 2. Sondas utilizadas para el analisis por FISH
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5. RESULTADOS

5.1 ESTUDIO CLINICO
Paciente 1. Esta paciente con sexo de asignacion femenino fue valorada al mes de

nacida por presentar estigmas de Turner, clinicamente era pequefia para la edad
cronolégica y en los siguientes meses presentd retardo en el crecimiento. El perfil
endocrinolégico mostré un estado hiperandrogénico persistente (niveles de
testosterona basal de 280 ng/ml; valores de referencia 3-10 ng/ml). Se realizé una
laparotomia donde se observé un “quiste paraovarico” derecho de aproximadamente 1
cm, el cual fue extirpado. El analisis histoldgico reveld un tumor juvenil de las células de
la granulosa y el diagnéstico fue confirmado por tinciones de inmunoperoxidasa que
fueron positivas para citoqueratina, proteina S-100, vimentina e inhibina (Fig. 5). Se
realizé una segunda laparotomia donde se extirparon ambas gonadas y genitales
internos; el estudio anatomopatolégico reportdé del lado derecho un testiculo
disgenético de 1.0 cm de didametro con gonadoblastoma focal, trompa de falopio y
cordon espermatico. En el lado izquierdo se encontré una estria de 0.8x0.4x0.2 cm con
trompa de falopio. El Gtero se encontr6 en posicion central (Fig. 3,4).

Fig. 3 Genitales internos: a. estria y trompa de falopio izquierdo, b. testiculo
disgenético, trompa de falopio y cordén espermatico derecho, c. Gtero en posicion

central
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Fig. 5 Tumor juvenil de células de la granulosa con tincién de inmunoperoxidasa

Paciente 2. Este paciente de asignaciéon masculina fue sometido a una laparotomia a
los 11 meses de edad en donde se observaron gonadas bilaterales, estructuras
parecidas a trompas de falopio y un uUtero central. Se tomé biopsia de cada génada la
cual revel6 gonadoblastoma bilateral (Fig. 6).
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Paciente 3. Este paciente de asignaciéon masculina, fue sometido a los 2 meses de
edad a una laparotomia que reveld: testiculo inguinal izquierdo de 1.2 cm de diametro,
el cual fue extirpado, por histologia se diagnostico como un testiculo disgenético. A los
24 meses se le realizé una segunda cirugia, en donde fueron extirpados el Utero y una
gonada derecha de 1.5x0.5x0.5 cm; histolégicamente la gdénada estaba reemplazada

por un gonadoblastoma (Fig. 7).

Fig. 7 Génada derecha reemplazada por gonadoblastoma
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Paciente 4. A esta paciente de asignacién femenina se le realizé una laparotomia a los
28 meses de edad y ambas génadas fueron resecadas. La gonada derecha de 2.5 cm
correspondia a un testiculo disgenético con gonadoblastoma en la region periférica
(Fig. 8). Hacia el hilio se identificé una pequena estria, asi como epididimo rudimentario
y una trompa de falopio. En el lado izquierdo solo se identificé una trompa de falopio.

&Y
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Fig. 8 testiculo disgenético con gonadoblastoma

Paciente 5. Esta paciente de 15 afios de edad fue valorada por una masa abdominal.
La laparotomia mostrd en el lado derecho un tumor de 6 cm de diametro que fue
diagnosticado como disgerminoma, éste presentaba areas de calcificacion sugerentes
de que provenia de la transformacién de un gonadoblastoma (Fig. 9). La gonada
izquierda media 4.5 cm en su diametro mayor e histolégicamente estaba reemplazada
por gonadoblastoma con transformacién local a disgerminoma. La naturaleza de las

goénadas no pudo ser elucidada.
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Fig. 9 Disgerminoma derecho con presencia de algunas calcificaciones

5.2 ESTUDIO CITOGENETICO

Se realiz6 estudio citogenético con bandas GTG en linfocitos de sangre periférica, en

cada caso se analizaron 100 metafases, los resultados se observan en la tabla 4.

Tabla 4
PACIENTE CARIOTIPO
1 Cariotipo 45,X
2 Cariotipo 46,XY
3 Cariotipo 45,X/46,XY
4 Cariotipo 46,XY
5 Cariotipo 45,X/46,XY
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5.3 ESTUDIO MOLECULAR

5.3.1 ANALISIS DE PCR
Se realiz6 estudio por PCR de secuencias del cromosoma Y en la paciente 1.
Cinicamente se observaron estigmas de Turner y un cariotipo 45,X. El estudio identifico
la presencia de todas las secuencias analizadas, sugiriendo la existencia de una
segunda linea celular con Y (Fig. 10). Con la finalidad de identificarla se realiz6 un

nuevo estudio citogenético en donde ésta no se observé en 200 metafases.

MW PABY SRY AMLY Ycen Ygh Xcen

o
v—

L
- o -

MW PABY SRY AMLY Ycen Ygh Xcen

Fig.10 Gel de agarosa al 1.5%. Se observan en ambos paneles los productos de
amplificacién para todas las secuencias del Y analizadas. a. Control masculino. b.

Paciente 1.
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5.3.2 ANALISIS POR FISH
Se realizé estudio por FISH en tejido gonadal incluido en parafina con el objetivo de
corroborar el cariotipo obtenido en sangre periférica, asi como para analizar la
distribucion de los cromosomas X/Y en células de tejido gonadal y del tumor.

Paciente 1. Con la finalidad de corroborar los resultados por PCR, se realizé analisis
por FISH, el cual identificé sefial de hibridacién para el cromosoma Y en baja
proporcién. Este resultado confirma la presencia de una segunda linea celular con Y.
El analisis de la distribucion celular mostré en 300 nicleos, que la linea XY fue 3 veces
mas frecuente en el gonadoblastoma comparado con la linea celular 45,X presente en
la estria gonadal (Fig. 11). Sin embargo, debido a la baja proporcién de células con Y
observada el significado estadistico disminuyé (tabla 5).

Paciente 2. En este caso el cariotipo en sangre periférica fue 46,XY, con el objetivo de
identificar un mosaicismo gonadal 45,X, se realizé andlisis por FISH en los tumores
bilaterales. Los resultados mostraron la presencia de algunas células con una sola
sefal de hibridacion para el X, evidenciando la presencia de una linea monosdmica
para el cromosoma X. Con estos resultados se modificd el cariotipo original a
45,X/46 XY.

Paciente 3. Se observaron 300 nucleos en el area del gonadoblastoma derecho y los
resultados revelaron que en el gonadoblastoma la linea celular 46,XY representaba el
79%, mientras que la presencia de las células XY en el testiculo disgenético fue de
45.6% (Fig. 12, 13). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas e indican
que las células con Y son 1.7 veces mas frecuentes en el tumor que en los testiculos
(tabla 5).

31



Paciente 5. El andlisis bilateral del gonadoblastoma/disgerminoma demostré que
aproximadamente dos tercios de las células fueron XY. En el tumor izquierdo, el
analisis revel6 que mas de la mitad de las células tumorales (64.8%) fueron XY y el
resto tenia una sola X, del lado derecho el 59.8% de las células fueron XY.

Fig. 11 Estria gonadal derecha. Centromero de Y (rojo), centrdmero de X (verde) y

centromero de cromosoma 18 (aqua)
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Fig. 12 Gonadoblastoma. Centrémero de Y (rojo), centromero de X (verde), centrémero
del cromosoma 18 (aqua)

Fig. 13 Testiculo disgenético. Centromero de Y (rojo), centrémero de X (verde),

centromero de cromosoma 18 (aqua)
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Tabla 5

Resultados de los hallazgos en los pacientes 1,3 y 5 en el estudio por FISH

Paciente| Cariotipo Tejido gonadal 1818 XY | 1818X
1 45,X/46,XY GB derecho 19 281
Estria izquierda 6 294
3 *45,X/46,XY GB derecho 237 63
TD izquierdo 137 163
5 45,X/46,XY DG derecho 182 122
DG izquierdo 81 44

GB=gonadoblastoma, TD=testiculo disgenético,

centromérica del cromosoma 18, *p<0.001

DG=disgerminoma,

18=sonda
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5. DISCUSION
El gonadoblastoma es un tumor benigno con potencial de malignizar.
Aproximadamente 50% de todos los pacientes con gonadoblastoma desarrollan
tumores de células germinales, principalmente seminoma/disgerminoma. Alrededor de
8-10% adicional desarrolla otras neoplasias malignas de células germinales como
tumor de saco vitelino, teratoma inmaduro, carcinoma embrionario y coriocarcinoma.
(Scully RE, 1970. Gourlay WA y cols, 1994. Russell P y cols, 2002). Este tipo de
tumores afecta casi de manera exclusiva a un grupo de pacientes con problemas de la
diferenciacion sexual, sin embargo, se han reportado tres casos de pacientes
masculinos sin alteracion gonadal y desarrollo de gonadoblastoma (Slowikowska-
Hilczer J y cols, 2003). Los sindromes bien caracterizados que se asocian con riesgo
de desarrollo tumoral son: disgenesia gonadal mixta (Scully RE, 1970. Gourlay WA y
cols, 1994. Chemes H y cols, 2003), algunos pacientes con fenotipo Turner (Gravholt
CH vy cols, 2000), ocasionalmente algunos casos de pseudohermafroditismo masculino
46, XY (Gourlay WA y cols, 1994. Chemes H y cols, 2003. Gravholt CH y cols, 2000.
Chen CP y cols,1999) y también se ha reportado en un hermafrodita verdadero
46,XX/46,XY (Talerman A y cols, 1990). El desarrollo tumoral en estos pacientes se ha
asociado a la presencia del cromosoma Y normal o anormal; a evidencia molecular de
secuencias derivadas del Y y a la presencia de gonadas de localizacion intraabdominal
(Chemes H y cols, 2003. Balzac | y cols, 1999. Slowikowska-Hilczer J y cols, 2003).

La edad en que se realiza el diagnodstico del gonadoblastoma es variable, con un
rango que va desde el nacimiento hasta la cuarta década, sin embargo, cerca del 94%
de los casos reportados en la literatura han sido diagnosticados durante la segunda o
tercera década de la vida (Scully RE, 1996). Existen 10 casos donde se reporta
gonadoblastoma en edad pediatrica; de éstos, 5 pacientes se diagnosticaron como
DGM (Gibbons B y cols, 1999. Obata NH y cols, 1995. Krawczynski M y cols, 1976.
liev DI y cols, 2002) y sélo en uno de estos casos el diagnéstico se realizé a los 9
meses (Hadad NG y cols, 2003), mientras que el resto de los pacientes tenian

35



alrededor de 10 afnos al momento del diagnostico. De los 5 casos restantes con
gonadoblastoma en la nifiez, en 4 se identificaron mutaciones en el gen WT1 (Auber F
y cols, 2003. Perez de Nanclares G y cols, 2002. Shimoyama H y cols, 2002. Manivel J
y cols, 1987) y en uno el diagnostico fue displasia campomélica (Hong JR y cols, 1995).
El gen WT1 es un gen tumor supresor que juega un papel importante en el desarrollo
urogenital y gonadal, por lo que anormalidades en éste pueden ser las responsables
del desarrollo de gonadoblastoma en los pacientes que presentaron mutaciones en
WT1. En un caso de disgenesia gonadal 46,XY y gonadoblastoma bilateral se identifico
un rearreglo en la regién 13q14, locus para el gen tumor supresor RB, lo que apoyaria
ié posible participacion de estos genes en el desarrollo tumoral (Antonini S y cols,
1997).

En la presente tesis se muestran los hallazgos clinicos, histologicos y
moleculares de 5 pacientes en edad pediatrica con disgenesia gonadal mixta y tumor
gonadal; en 4 de ellos el tumor se diagnostico durante los dos primeros anos de vida y
en el quinto caso una masa abdominal fue la causa del diagnéstico a los 15 afos.

El gonadoblastoma es un tumor en el que las células germinales y las células
inmaduras de Sertoli/granulosa se encuentran intimamente mezcladas, cuando se
observa sobrecrecimiento del componente germinal y del estroma gonadal, la lesion
deja de considerarse benigna. En el caso 1, se identificé un tumor pequerio localizado
en la region paraovarica, el andlisis histolégico ieveld un tumor juvenil de células de la
granulosa. Aunque es un tumor raro, esta neoplasia ha sido descrita tanto en testiculos
de nifios con un desarrollo sexual anormal como normal (Tanaka Y y cols, 1994. Young
RH y cols, 1985. Raju U y cols, 1986. Goswith J y cols, 1996). Como ya se menciond
estos tumores presentan inmunorreactividad para algunos marcadores, por lo que en
nuestro paciente el diagnostico definitivo se confirmé mediante inmunohistoquimica
para citoqueratina, proteina S-100, vimentina e inhibina. Se realiz6 una segunda
cirugia, en donde fueron extirpados el Gtero y una génada derecha histolégicamente
reemplazada por gonadoblastoma. El andlisis histologico de los casos 2-4 reveld las
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caracteristicas histopatoldgicas clasicas de gonadoblastoma. En el caso 5, se observd
del lado derecho un seminoma/disgerminoma con la presencia de calcificaciones
extensas y se observd un gonadoblastoma izquierdo con sobrecrecimiento de las
células germinales, por lo que se le consideré como una lesion maligna. En el caso 1
diagnosticado originalmente como sindrome de Turner con cariotipo 45,X, el estudio
molecular reveld la presencia de una segunda linea celular 46,XY. Estos hallazgos
estan de acuerdo con varios reportes de la literatura donde material del cromosoma Y o
un cromosoma Y, puede estar presente hasta en un 12% de los casos con fenotipo
Turner (Saenger P y cols, 2001. Schellhas HF y cols, 1974). Este caso fue
diagnosticado por citogenética convencional como 45,X; pero el estudio por PCR de
DNA obtenido de leucocitos de sangre periférica y el analisis de FISH realizado en
tejido gonadal confirmé la presencia, en bajos niveles, de una linea celular XY. Antes
del advenimiento de los estudios moleculares se sugeria que 30% de estos pacientes
tenian riesgo de desarrollar gonadoblastoma (Schellhas HF y cols, 1974. Verp MS y
cols, 1987), sin embargo, datos mas recientes basados en evidencias moleculares,
indican que la ocurrencia de gonadoblastoma entre las pacientes con Turner Y
positivas es entre 7-10% y este valor incrementa con la edad (Gravholt CH y cols,
2000. Canto P y cols, 2004). El caso 2 fue originalmente diagnosticado como 46,XY, sin
embargo, el analisis por FISH en tejido gonadal mostré una linea celular 45,X. Este
resultado demostro la presencia de un mosaicismo oculto para una monosomia del X.
Recientemente se han identificado mosaicos ocultos para los cromosomas sexuales
asociados a hermafroditismo verdadero (Braun A y cols, 1993. Hiort O y cols, 1995.
Queipo G y cols, 2002. Maler E y cols, 2003). En el caso 2 la presencia de la linea
celular 45,X de localizacién gonadal sugiere que este mecanismo también puede
participar en la patogénesis de la gonada disgenética (Ropke A, 2004). Con estos
resultados y la evidencia en la literatura, proponemos realizar analisis molecular en
todas las génadas disgenétias.
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Por los resultados obtenidos en nuestros pacientes, observamos que no solo
alteraciones en genes que participan en estos procesos ocasionan anomalias en el
desarrollo sexual. La presencia de mosaicos podria considerarse como otro mecanismo
importante en la etiologia del desarrollo gonadal ancrmal (Pépke A y cols, 2004).

Las diferencias en la distribucién y proporcién de las lineas X/Y en las génadas
disgenéticas y los tumores gonadales, mostraron en los casos 1,3 y 5 una mayor
proporcién de células XY en el tumor comparadas con la génada disgenética (tabla 5).
Nuestros datos estan de acuerdo con reportes previos en donde el andlisis por FISH
demostrd que la distribucion de las lineas celulares X/Y en pacientes con DGM no es
homogénea (Chemes H y cols, 2003) y otro estudio donde se reportan 3 casos con
disgenesia gonadal mixta y gonadoblastoma, encontré que la proporcion de células XY
era significativamente mayor en el tumor que en el testiculo disgenético. Estos autores
proponen que la presencia del cromosoma Y podria participar en la patogénesis del
tumor (lezzoni JC y cols, 1997). Nuestros datos corfirman estos hallazgos, sugiriendo
la participacién del gen TSPY, localizado en el locus GBY (gonadoblastoma locus on
the Y chromosome) en el desarrollo del tumor (Lau YF y cols, 2003. Page DC y cols,
1987. Salo P y cols, 1995). El gen TSPY podria ser considerado como el gen
responsable del desarrollo del gonadoblastoma ya que evidencias en la literatura
apoyan este hecho. Este gen se encuentra codificado por un miembro de la familia
secuencia especifica del cromosoma Y localizado en Yp. Estudios realizados con
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos contra la proteina de TSPY demostraron
diferencias entre el gonadoblastoma y la génada disgenética, ya que se observé una
intensa inmunorreactividad en las células del gonadoblastoma (Hildenbrand R y cols,
1999). Por lo tanto la especificidad y el aumento en la expresion de este gen observada
en los tumores testiculares sugiere la participacion activa de TSPY en la transformacion
maligna. Los datos en la literatura apoyan nuestros resultados donde proponemos que
una mayor proporcién de linea celular con Y resulta en una sobre expresion de TSPY.
Recientemente Page et al reportaron que el TSPY esta localizado en una region
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esta localizado en una region repetida — amplificada — del cromosoma Y y se calcula
que existen 35 copias del gen, tanto funcionales como no funcionales. Estas estan
dispuestas en tandem, su expresion se limita al testiculo y no se han encontrado
homoélogos en el cromosoma X o en autosomas. El “cluster” de 35 unidades del TSPY
es el arreglo en tandem mas grande y homogéneo que codifica para proteinas
identificado en el genoma humano y se ha identificado que estas secuencias en el
cromosoma Y tienen potencial de conversion génica (Skaletsky H y cols, 2003). Por
esta razén sugerimos que en estos pacientes la edad temprana de desarrollo tumoral
pudiera ser atribuida al mecanismo de conversion génica, que ocasiona microarreglos
en el cromosoma Y alterando la funcion de TPSY. Otra posibilidad podria ser la
relacion entre la influencia ambiental y el genoma.

En pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY el riesgo calculado de
malignidad es de 28% a los 20 afios mientras que para pacientes con disgenesia
gonadal mixta es de 19% a la misma edad (Scully RE, 1996). Sin embargo, es
necesario realizar estudios combinando varias metodologias para poder precisar la
frecuencia real del riesgo de malignizacion ya sea de la estria o del testiculo. Nuestros
casos demuestran que los tumores gonadales pueden presentarse a edades muy
tempranas por lo que la remocién profilactica de las génadas es aconsejable.
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Distribution of Y-chromosome-bearing cells in
gonadoblastoma and dysgenetic testis in 45,X/

46,XY infants

Yolanda-Rocio Pefia', Karem Nieto®, Rebeca Alvarez®, Icela Palma®, Nayelli Néjera?, Luis
Erafia®, Luis M Dorantes®, Susana Kofman-Alfaro? and Gloria Queipo*

'Department of Pathology. Hospital Infantil de Mexico Federicn Gumez: “Department of Human Genetics.
Hospital General de Mexico-School of Medicine Universidad Nacional Autonoma de Mexico; *Department of
Urology and *Department of Endocrinology, Hospital Infantil de Mexico Federico Gdmez, Mexico city, Mexico

Gonadc is an ur | mixed germ cell-sex cord-stromal tumor that has the potential for malignant
transformation and 30% of all patients with gonadoblastoma develop germ cell tumors mainly dysgerminoma/
seminoma. An additional 10% gives rise to other malignant germ cell neoplasms. This tumor affects a subset of
patients with intersex disorders. The age at diagnosis is variable ranging from birth to the fourth decade, but
around 94% of cases are diagnosed during the first three decades of life and there are few cases with
gonadoblastoma diagnosed in infants. In this paper, we present the histological and molecular findings of four
patients with gonadal dysgenesis who developed gonadoblastoma in the first 2 years of life and one case with
bilateral dysgerminoma diagnosed at 15 years of age. The sex chromosomes of mosaic patients do not
distribute homogenously in dysgenetic gorads; however, statistical analysis of FISH results revealed
significant differences between the XY cell line in the gonadoblastoma compared with the dysgenetic testis.
Our cases demonstrate that tumors could be present at a very early age, so the prophylactic removal of the

gonads is advised.
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analysis

Gonadoblastoma is an unusual mixed germ cell-sex
cord-stromal tumor that has the potential for
malignant transformation. This unique gonadal
ncoplasm was described bv Scully' in 1957 as a
benign tumor that affects mostly a subset of patients
with intersex disorders. The syndromes associated
with a clear risk for tumor development are mixed
gonadal dysgenesis,'”* some patients with Turner
phenotype,* occasionally in 46.XY male pseudoher-
maphroditism?®-* and there is also a reported case in
a 46,XX/46,XY true hermaphrodite.® Tumor devel-
opment in these patients is associated with the
presence of either normal or abnormal Y-chromo-
somes or molecular evidence for Y-derived se-
quences and intrabdominal location of the
abnormal gonad.*™* Histologically., the tumor is
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composed of well-circumscribed round to oval nests
with a mixture of germ cells and sex-cord-type cells
resembling immature Sertoli or granulosa cells that
often show central calcification.” Gonadoblastoma
per se does not show invasive behavior but 30% of
the specimens demonstrate evidence of overgrowth
by the germinal component. In this case, the lesion
is no longer considered benign and it is termed
dysgerminoma/seminoma. An additional 10% of
gonadoblastomas develops different types of germ
cell neoplasias, such as yolk sac tumor, immature
teratoma. embrvonal carcinoma and choriocarcino-
ma.” Around 94% of cases are diagnosed during the
first three decades: however, the age at diagnosis is
variable ranging from birth up to the fourth decade
of life. Diagnosis in infants is rare:;'™'* however.
several races were diagnosed around 10 vear of
age."""" ‘ihe presence of gonadoblastoma in voung
patients and the potential risk for malignant trans-
formation is the main reason for early diagnosis and
treatment in some cases of intersex patients. In this
paper. we present the histological and molecular
findings of four patients with gonadal dysgenesis.
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who developed gonadoblastoma in the first 2 vears
of life and one case with bilateral dvsgerminoma
diagnosed at 15 years of age.

Material and methods

We studied five patients with mixed gonadal
dysgenesis, who developed gonadoblastoma at an
carly age. All cases were of Mexican mestizo origin
and consulted because of ambiguous genitalia.
Clinical evaluation in cases 1—4 was performed
between 1 and 2 years of age while the fifth patient
was evaluated at 15 years old. All cases were
sporadic. family history was negative for genital
ambiguity, genetic diseases, neoplasia and consan-
guinity. Clinical features, age of diagnosis. sex of
rearing, karyotvpe and gonadal findings are sum-
marized in Table 1.

GTG chromosomal analysis was performed on
peripheral blood leukocytes analyzing at least 100
metaphases in cach case. The endocrinal profile
includes LH, FSH, ACTH, testosterone/dihidrotes-
tosterone (after GCH stimulation), 17-OH progester-
one and cortisol.

Histological Analysis

Hematoxylin and eosin sections of all gonads were
reviewed by one of the authors.

PCR Analysis

In patient 1, PCR in DNA obtained from leukocytes,
analvzing different regions of Y-chromosome (PABY.
ZFY. SRY. Ycen and Ygh) was performed according
to a previous report.' An X-chromosome alphoid

Table 1 Clinical characteristics

centromeric repeat was also amplified as an internal
positive control. The total PCR volume was 25 ul; all
amplifications included 50ng of DNA, 100ng of
eaca primer, 1U of Tug polvmerase, 1.5 mM MgCl..
and 80 uM of each dNTP. Program for SRY amplifi-
cation was: 94 °C (5 min), 94°C (1 min), 68°C (1 min)
and 72°C (2min) for 35 cycles and then 72°C
(10 min). All assavs were performed in triplicate
including a blank as negative control and DNA from
a normal male as a positive control.

FISH Analysis

FISH analysis was carried out in paraffin-embedded
gonadal tissue sections. Using an X and Y centro-
meric region labeled with spectrum green and
orange, respectively: as an internal control we used
a centromeric probe of chromosome 18 labeled in
aqua. Hybridization conditions were previously
described by Pinkel et al***' After hybridization,
the number of X- and Y-chromosome signals per
nucleus in the tumor and in the dysgenetic testis
was srored by two observers, 300 nuclei were
counied from ecach tissue. the tumor and the tissuc
score were performed independent and repeated
two times. Only nuclei where two 18 centromeres
were scored and all damage. overlapping or without
hybridization signal nuclei were discarded. The
hybridization cfficiency. defined as the percentage
of intact nonoverlapping cells containing signal was
96%. Statistical analvsis of the FISH data was
performed using a 7- test.

Results

Patient 1. At the age 1 month this phenotypic female
assigned with stigmata of Turner and 45.X karyotype

Patient  Age Sex of External genitalia Karvotvps Gonad
rearing
I L

1 1 mo Female Ambiguous genitalia: phallus 1.3X1.5, 45.X/46.XY" DT+GB Streak
urogenital sinus, Turner stigmata

2 11 mo Female Ambiguous gemitalia: phallus 1.5X0.8 45, X/46.XY" BX CB BX GB
hypospadias. scrotal folds urogenital sinus

X] 2 mo Male Ambiguous genitalia: scrotal hypospadias, 45.X [46.XY GB+Streak DT
inguinal herma

4 28 mo Female Enlarged clitoris 1.8cm 46.XY
DT+Streak+GB oT

3 15y Female Ambiguous genitalia: phallus 6 x 3cm, scrotal 45, X/46.XY DG+blunt DG
folds, Turner stigmata out GB

1T ~ dysgenetic testis: GB = gonadaobl :BXGB - {oblast

“¥ cell line was recognized with molecular analvses.
"In this case the 45.X was detected by FISH. mo - months, v = years.

Modern Pathology (2004) 00, 1-7
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underwent laparoscopy because of hyperandrogenic
status (basal testosteranc levels 280 ng/ml; reference
value 3-10ng/ml). A right "paraovarian cyst' mea-
suring approximately 1cm was observed and ex-
cised. Histological analyses revealed a juvenile
granulosa cell tumor (JGCT) (Figure 1d, e). The
diagnosis was confirmed by immunoperoxidase
stains that were positive for cytokeratin, protein S-
100, vimentin and inhibin. The child was small for
age and on the following months she had failure to
thrive. A second laparoscopic surgery was per-
formed and both gonads and internal genitalia were
removed. There was a dysgenetic testis measuring
1.0cm in diameter with focal gonadoblastoma,
spermatic cord and fallopian tube on the right side
while a streak measuring 0.8 x 0.4 x 0.2cm with
fallopian tube was on the left side. A central uterus
was also removed (Figure la—c).

Patient 2. Laparoscopic findings at 11 months of
age in this male assigned infant revealed bilateral
gonads resembling ovaries, fallopian duct-like struc-
tures and a central uterus. A biopsy taken from both
gonads showed bilateral gonadoblastoma.

Patient 3. A laparotomy was performed in this 2-
month-old assigned male that revealed a 1.2cm in
diameter left inguinal testis that was resected,
histologically it was diagnosed as a dysgenetic
testis. A second surgerv was performed at age 24
months, an uterus and the right gonad measuring
1.5 x 0.5 x 0.5cm were removed: histologically this
gonad was replaced by gonadoblastoma.

Patient 4. Abdominal gonads were removed
through laparotomy at 28 months old in a female
reared patient. The right gonad was a 2.5cm in
diameter dysgenetic testis with peripheral gonado-
blastoma. Towards the hilus a small streak was
observed as well as a rudimentary epididymis and
fallopian tube. On the left side only a fallopian tube
was identified.

Patient 5. A laparotomy was performed due to an
abdominal mass at 15 years of age. A right side
tumor measuring 6.0cm in largest dimension was
diagnosed as dysgerminoma; it had areas of calcifi-
cation suggesting a ‘burncd-out gonadoblastoma’
(Figure 1e). The left gonad measured 4.5cm in its
major dimension and histologically it was replaced
by gonadoblastoma with focal transformation to
dysgerminoma. The nature of the gonads could not
be elucidated.

PCR and FISH Analysis

PCR amplification of DNA obtained from leukocytes
was performed in patient 1 where all Y sequences
analyzed were present disclosing a Y-positive cell
line, therefore, the final karvotype was 45,X/46,XY
(data not shown).

FISH analysis was performed to search a hidden
mosaicism for X monosomy, as well as to know the
X- and Y-chromosome cell distribution in the

Anstripution of 1= NEITMSUEIE-UEd Y, Ll
VR Peia er al

gonadal tissue and in the tumor on these patients.
Results are summarized in Table 2. In patient 1, a
low percentage of Y hybridization signal was
observed compared with the 45X cell line in the
left side gonadoblastoma and in the right side streak
(Figure 1g, h). These data confirm the presence of an
XY cell line in this patient. However. the gonado-
blastoma contained three more times the XY cells
than the streak but the low level of Y-bearing cells
observed diminished the significance of these
findings. In case 3, we scored 300 cells and the
results revealed that the 46,XY cell line was 79% in
the gonadoblastoma (Figure 1i), while the presence
of XY cell in the dysgenetic testis was 46%. These
results indicated that the Y-bearing cells are 1.7
times more frequent in the tumor than in the testis
(P<0.001). The hybridization efficiency was 96% in
the tumor and in the dysgenetic testis, thus, the data
obtained cannot be attributed to technical differ-
ences. In patient 2, the GTG karvotype in peripheral
blood was 46,XY. In order to identifv the presence of
a hidden 45.X cell line in the gonad. we performed
FISH analysis in the bilateral tumors. The results
showed the presence of some cells with only an X
hybridization signal, confirming the presence of a
hidden X monosomy and modifving the original
karyotvpe to 45,X/46,XY. In patient 5. the analysis of
the bilateral gonadoblastoma/dvsgerminoma re-
vealed that approximately 60% of the cells were
XY in the right side, while the analvsis of the
contralateral tumor showed that 65% of the cells
were XY and the rest had only one X.

Discussion

Pure gonadoblastoma is regarded as an in situ form
of germ cell tumor:; it does not behave as a malignant
lesion but approximately 30% of all patients with
gonadoblastoma develop germ cell tumors mainly
dysgerminoma/seminoma.” An additional 10%
gives rise to other malignant germ ceil ncoplasms
such as volk sac tumor, immature tcratoma. embry-
onal carcinoma or choriocarcinoma. These tumors
have a malignant behavior; therefore carlv prophy-
lactic removal of the gonads in these patients is
advised."" This kind of tumor affects almost exclu-
sivelv a subset of patients with intersex disorders.
however, there are three cases in the literature where
gonadoblastoma developed in normal males.* The
well-known syndromes associated with a risk for
tumor acvelopment are: mixed gonadal dvsgenesis.
some patients with Turner phenotvpe and in several
cases of 46.XY male pseudohermaphroditism.*-
There is also a reported case of this tvpe of tumor
in a 46.XX/46.XY true hermaphrodite." The tumor
development in these patients had been associated
with the presence of normal or abnormal Y-chromo-
somes, molecular evidence for Y-derived sequences
and intrabdominal location of the abnermal go-
nads."*7*'? The age at diagnosis is vanable ranging

Modern Pathology (2004) 00, 1
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Table 2 FISH analvsis

Case kanvotype Tissue 1818XY 1818X
1 45.X/46.XY Right GB 19 8
Left streak [ 104
3 *45.X/46.XY  Right GB 237 [}
Left DT 137 163
5 45 X/46.XY Right GB+Dys 182 122
Left GB+Dvs 8 44
GB = gonadabl DT = dysgenetic testis; Dys = dvsgerminoma,

An 18 centromere DNA probe was used as an internal control and
only nuclei with two hvbridization signals were considered.
1818XY = 46.XY, 1818X = 45.X. *P<0.001.

from birth to the fourth decade: around 94% of cases
reported in the literature was diagnosed during the
second or third decades of life.*” Data in the
literature revealed 10 cases where the tumor devel-
oped during childhood. five of them had a 45.X/
46.XY mixed gonadal dysgenesis and the diagnosis
was performed only in one case at 9 months old
while the rest were diagnosed around 10 vears of
age.'"""* The other five patients had a 46,XY gonadal
dysgenesis. one of them, a 3-vear-old girl had
campomelic dysplasia. sex reversal and bilateral
gonadoblastoma while in the other four a WT1
mutation was observed.’®***’ The presence of a
suppress tumor mutation in these individuals could
participate in early tumor development.

Here we present the histological and FISH
analysis in four infants and in one 15-year-old
patient with mixed gonadal dvsgenesis and gonadal
tumor. Four of them were diagnosed during the first
2 vears of life and in the fifth case an abdominal
mass was the cause of the diagnosis.

Gonadoblastoma is a unique tumor in which germ
cells and immature Sertoli/granulose cells are
intimatelv mixed, in addition to the germ cell
overgrowth, the stromal-cell component is also
capable of neoplastic transformation. In case 1, a
small paraovarian cystic tumor proved to be a JGCT.
Although rare. this ncoplasm has been described in
testicles of infants, children with abnormal sexual
development™ ™ and in some patients with no
apparent sexual abnormalities.'* Histological analy-
sis of the tumors in cases 2—4 revealed typical
characteristics of gonadoblastoma. In case 5. a
dysgerminoma/seminoma with extensive calcifica-
tions was observed in the right side and a gonado-
blastoma with overgrowth of germ cells in the left
side.

Molecular findings in cases 1 and 2 revealed the
presence of hidden mosaicisms. Case 1 was diag-

-
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nosed by conventional cvtogenetics as 45.X but PCR
in DNA obtained from peripheral blood and FISH
performed in gonadal tissue contirmed the presence
of a low-level XY cell line. These findings are in
agreement with several reports, in which Y material
in Turaor Syndrome could be present in approxi-
mately 12%_of the cases.””™ Previous studies
suggested that 30% of these patients have the
potential risk of developing gonadoblastoma.’**
However, new molecular data indicate that the
occurrence of gonadoblastoma among the Y-positive
Turner patients is lower than 10% and this risk
increases with age.* Case 2 was originally diagnosed
as 46,XY, but FISH analvsis in gonadal tissue
showed a 45X cell line. Recently. hidden mosai-
cisms for X- and Y-chromosomes were detected by
FISH analysis and associated with true hermaphro-
ditism.** The presence of a hidden X-bearing cell
line in case 2 confirms that this mechanism could
also participate in the pathogenesis of the abnormal
gonad and we propose 1o perform molecular
analysis in all the dvsgenctic gonads. We also
analyzed the differences in cell distribution between
the gonads and the tumors in cases 1, 3 and 5. A
higher proportion of XY cells were observed within
the tnmers compared with the dysgenetic gonads
(Table 2). Our data obtained by FISH analysis
demonstrated that the sex chromosomes of mosaic
patients do not distribute homogenously in dysge-
netic gonads as was previously described® and
confirms the original findings reported by lezzoni
et al™* where the proportion of the XY cell line was
higher in the tumor than in the stromal cells. These
authors proposed that the presence of Y-chromo-
some material participates in the pathogenesis of the
tumor. Our data are in agreement with these findings
and suggest that the previously proposed TPSY gene
(testis-specific protein. Y encoded) localized within
the GBY locus (gonadoblastoma locus on the Y-
chromosome), participates in the multistep malig-
nant transformation.”** The higher proportion of
the Y cell line observed in the tumor suggests a
TSPY overexpression. Recentlv, Skaletsky et aP*®
proposed that TSPY is localized in a Y-chromosome
amplicon repeated region. This cluster is the largest
and homogenous tandem array identified in the
human genome and these sequences have the
potential for gene conversion. The carly age of
tumor development in these patients could be
attributed to gene conversion leading to microrear-
rangements on the Y-chromosome that upset the
TSPY function. Another possibility could be an
abnormal relation between the environmental influ-
ence and the genome. In paticnts with pure 46,XY
gonadal dysgenesis. the calculated risk for malig-

e

Figure 1 'atient 1: (a) Streak gonad, (b) uterus, bilateral tubes. streak on the left side and dysgenctic testis with gonadoblastoma on the
right sude, (€] gonadoblastoma, (d] juvenile granulosa cell tumor (JGCT), (e) immunoperoxidase for inhibin on JGCT., (f) dysgerminoma in
patient 5. FISH analvsis using an X centromere probe (green), a ¥ centromere probe (red) and an 18 centromeric probe (aqual. Patient 1:
(g) left sireak showing a very low-level of Y hybridization signal and (h) right gonadoblastoma, showing a higher level of ¥ signal than the
streak. atient 3: (i) FISH analysis in the right side gonadoblastoma exhibiting a higher hybridization signal for the Y-chromosome.
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nancy is 28% bv the age of 20 years while for
patients with mixed gonadal dvsgenesis it is 19% at
the same age;** nevertheless, our cases demonstrate
that tumors could be present at a very early age, so
prophylactic removal of the gonads is advised.
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