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Desarrollo y pubertad en el ser humano
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Resumen

La pubertad es un fenémeno bioldgico muy complejo
a través del cual se desarrollan los caracteres sexua-
les secundarios, se obtiene la maduracion sexual
completa y se alcanza la talla adulta. La regulacion
del inicio y mantenimiento de la pubertad depende
de una compleja interrelacion entre genes y otros fac-
tores reguladores tales como la nutricion, toxicidad
ambiental, ciclos de luz/oscuridad y situacion psico-
social. El fendmeno intimo que favorece el inicio de la
pubertad es el aumento en el nimero y en la amplitud
de los picos de secrecion de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por parte de las neuronas
hipotalamicas productoras de GnRH que a su vez se
encuentra regulado por una compleja red de genes
que codifican proteinas capaces de producir cam-
bios transinapticos que pueden actuar favoreciendo
(kispeptina) o inhibiendo (MKRN3) la secrecion de
GnRH. A pesar de la tendencia secular de disminu-
cion de la edad de inicio de la pubertad objetivada
entre el siglo XIX'y mediados del siglo XX, parece que
en las Ultimas 3 décadas se ha objetivado cierta esta-
bilizacion de forma que se considera desarrollo pu-
beral normal a aquel que acontece entre los 8 y 13
anos en ninas y entre los 9 y 14 afos en nifos.

Palabras clave: Tendencia secular, pubertad nor-
mal
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Abstract

Puberty is a very complex biological phenomenon
through which the secondary sexual characteristics
develop and complete sexual maturation and adult
height are achieved. The regulation of onset and
maintenance of puberty is regulated by a complex
interrelationship between genes and regulatory fac-
tors such as nutrition, environmental toxicity, light /
dark cycles and psychosocial status. The intimate
phenomenon that favors the onset of puberty is the
increase in the number and amplitude of gonadotro-
pin-releasing hormone secretion peaks (GnRH) by
hypothalamic GnRH-producing neurons which in
turn is regulated by a complex network of genes
that encodes proteins capable of producing transy-
naptic changes that may act stimulating (kisspep-
tin) or inhibiting (MKRN3) GnRH synthesis. In spite
of the secular trend of decreasing age of onset of
puberty showed between the nineteenth century
and the mid-twentieth century, it seems that in the
last 3 decades it has been seen some stabilization
in a way that is considered normal pubertal develo-
pment that will take place between 8 and 13 years
in girls and between 9 and 14 years in children.

Key Words: Secular trend, normal puberty

Control del desarrollo puberal en el ser
humano

La pubertad es un fenémeno biolégico complejo a
través del cual se desarrollan los caracteres sexua-
les secundarios, se obtiene la maduracion sexual
completa y se alcanza la talla adulta. En los seres
humanos, la pubertad se manifiesta no solamente
en forma de cambios hormonales y fisicos, sino tam-
bién con cambios conductuales y psicolégicos (4,
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El inicio y mantenimiento de la pubertad resulta de
la interaccion entre importantes determinantes ge-
néticos y un gran numero de factores reguladores
tales como la nutricion, toxicidad ambiental, ciclos
de luz/oscuridad y situacion psicosocial. Estas inte-
racciones se inician en etapas tempranas del desa-
rrollo, por lo que la pubertad debe considerarse la
parte final de un proceso madurativo complejo re-
gulado por las interacciones de genes y ambiente.
De esta forma, se estima que aproximadamente el
70-80% de la variabilidad en la edad de la menar-
quia, elemento clave del desarrollo puberal de las
nifas, dependeria de factores genéticos, frente a
un 20-30% de factores ambientales ¢4

Se ha propuesto que el fendmeno intimo que favo-
rece el inicio de la pubertad es el aumento en el
numero y en la amplitud de los picos de secrecion
de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
por parte de las neuronas hipotalamicas producto-
ras de GnRH. Esta situacion favorece el aumento en
la secrecion de gonadotropinas y, consecuente-
mente, de esteroides sexuales, que facilitarian el
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios.
Este fendmeno estaria regulado, a su vez, por una
compleja red nodal de genes que codificarian pro-
teinas cuyas acciones se solaparian e interacciona-
rian tanto de una forma jerarquica como indepen-
diente. Asi pues, existiria una red nodal central que
regularia la transcripcion de genes subordinados
localizados en la periferia. Légicamente, la interre-
lacion entre el eje central y la primera red de genes
vecinos es superior al resto de redes. En definitiva,
la pubertad no es un evento desencadenado por la
accion de un unico gen y se encuentra regulada
por la red nodal de genes antes descrita, produ-
ciendo una serie de cambios hipotalamicos tales
como ©9:

i. Cambios transinapticos: a) incremento de esti-
mulos excitatorios de las neuronas secretoras
de GnRH fundamentalmente via kispeptina; b)
disminucion de los estimulos inhibitorios como
neuronas gabaérgicas y neuronas productoras
de MKRNS ("makorin ring finger protein 3").

i. Cambios en células gliales: las células gliales
contribuyen a la activacion de la secrecion de
GnRH merced a la liberacion de sustancias lo-
cales y gracias a cambios en la adhesividad.

Por otra parte, en el conocimiento mas profundo de
la neurorregulacion de la pubertad, resulta de inte-
rés el avance notable en la comprension de la in-
fluencia de mecanismos epigenéticos: cambios en
la expresion de distintos genes no debidos a cam-
bios de la secuencia de nucledtidos de un gen. Los
principales mecanismos epigenéticos conocidos
que puedan afectar al normal desarrollo puberal
son: a) modificaciones quimicas del ADN via metila-

cion e hidroximetilacion; b) modificaciones pos-
translacionales de las cuatro histonas que confor-
man la parte proteica del nucleosoma, la unidad
central de la cromatina; ¢) a través del ARN no codi-
ficante tanto como microRNAs como zonas intergé-
nicas no codificantes méas grandes (lincRNAs) 6.7

Finalmente, desde hace tiempo se ha sefialado una
estrecha relacion entre metabolismo e inicio y man-
tenimiento de la pubertad gracias al descubrimien-
to de diferentes moléculas que informan del estado
nutricional, principalmente leptina y ghrelina ¢ 9. En
la practica clinica habitual se traduce en que la
obesidad se ha relacionado con adelanto puberal y
la desnutricion con retraso puberal.

Tendencia secular del desarrollo puberal

Se ha documentado una tendencia secular de dis-
minucion de la edad de inicio de la pubertad a tra-
vés de la recogida de informacién sobre la edad de
la menarquia en diferentes paises a lo largo del siglo
XIX'y XX. Asi pues, disponemos de datos que mues-
tran que la edad de la menarquia a mediados del
siglo XIX se situaba entre los 16y 17,5 aflos, para un
siglo después, colocarse entre los 12,5y 13,5 afios.
Esta tendencia ha sido relacionada con la mejoria
en las condiciones de vida de ninos y adolescentes,
primordialmente en lo relativo a aspectos nutriciona-
les. No obstante, este adelanto de la edad de apari-
cion de la pubertad parece haberse atenuado en las
dos ultimas décadas del siglo XX (10,

Mas recientemente, el estudio de una cohorte da-
nesa ha puesto de manifiesto cierto adelanto en la
aparicion de telarquia que no se acompafa de in-
crementos de los niveles de estradiol ni de gonado-
tropinas ni de un anticipo en la edad de la menar-
quia, sugiriendo un mecanismo independiente de la
secrecion de gonadotropinas y probablemente re-
lacionado con factores ambientales y nutricionales
junto con mayor biodisponibilidad y/o sensibilidad
de los estrogenos circulantes (9. De esta forma, pa-
rece que el intervalo entre telarquia y menarquia se
prolonga, lo que debera tenerse en cuenta a la hora
de emitir predicciones sobre la evolucion de la pu-
bertad.

Desarrollo puberal normal

Gracias a los estudios histéricos realizados por
Marshall y Tanner a finales de los afios 60 se senta-
ron las bases del conocimiento del desarrollo pube-
ral normal ("1 De esta forma, por un lado se estu-
di6é a una cohorte compuesta por 192 nifias en las
que la telarquia se presentaba entre los 8,5y los 13
afios en un 95% de nifias estudiadas. Por otro, se
analizd una cohorte conformada por 228 niflos en
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los que se objetivaba el inicio del desarrollo puberal
entre los 9,5y los 13,5 afios en el 95% de los nifios
estudiados. Por tanto, la definicion de pubertad
normal obedece a criterios puramente estadisticos;
es decir, si la aparicion de los caracteres sexuales
secundarios se encuentran dentro del intervalo de
+/- 2,5 SDS (Z-score) para sexo y poblacion de re-
ferencia. Asf pues, a dia de hoy se considera una
pubertad normal la que acontece entre los 8 y 13
anos en nifias y entre 9 y 14 afos en ninos.

Estos limites de edad para definir los criterios de
pubertad normal fueron cuestionados en la Ultima
década del siglo XX tras la aparicion de un estudio
transversal americano que alarmo a la comunidad
cientifica internacional ("™ ya que consideraba como
limite inferior del comienzo de la pubertad los 7
anos; sin embargo, es menester destacar que este
estudio presentaba importantes errores metodolo-
gicos. El principal de ellos fue que la estimacion del
estadio puberal a través de la evaluacion del grado
de telarquia se realizd por inspeccion y no por pal-
pacion. En definitiva, los limites anteriormente cita-
dos para la definicion de pubertad normal siguen
vigentes en la actualidad ("4 1,

El inicio de pubertad en las nifias lo marca la apari-
cion de telarquia progresiva (aproximadamente en-
tre los 10,5y 11 afios de media) frente al incremento
del tamafio testicular (> 4ml) observado en los nifios
(sobre los 11,5-12 afios de media). Seguidamente,
de forma progresiva, se desarrollan el resto de ca-
racteres sexuales secundarios. Asi, el tiempo trans-
currido entre el inicio del estadio puberal Tanner Il
hasta alcanzar el estadio puberal Tanner V oscila en
la mayoria de ocasiones entre tres y cuatro afos.
Generalmente, este intervalo es menor en nifias. La
primera menstruacion suele presentarse unos dos
anos después de la aparicion de telarquia coinci-
diendo con el estadio puberal Tanner IV. Por otro
lado, el cambio de voz en el nifio aparece en el es-
tadio puberal Tanner IV. Asimismo, durante el perio-
do puberal se objetiva un incremento de velocidad
de crecimiento. En suma, desde comienzo del esta-
dio puberal Tanner Il hasta Tanner V las nifias cre-
cen entre 20y 25 cm de media frente a los 25-30 cm
que suelen crecer los nifios ¢4,

En el diagndstico diferencial de la patologia puberal
deberemos tener en cuenta unas entidades que se
consideran unas variantes del desarrollo puberal
normal (9

e Adrenarquia prematura idiopatica: aparicion de
vello pubico y/o axilar y/o aumento del olor cor-
poral de origen apocrino antes de los 8 afnos en
nifas y de los 9 afios en nifios, una vez exclui-
das patologias causantes de hiperandrogenis-
mo como hiperplasia suprarrenal congénita y
tumores virilizantes.

e Telarquia prematura aislada: desarrollo mama-
rio uni o bilateral antes de los 8 anos sin eviden-
cia de otros signos de pubertad precoz como
aceleracion del crecimiento, edad ¢sea incre-
mentada y aparicion de vello pubico y/o axilar.

e Pubertad adelantada: desarrollo puberal se ini-
cia entre los ocho y los nueve afios en las nifias
y entre los nueve y diez afios en los nifios.

e Retraso constitucional del crecimiento y puber-
tad: variante de la normalidad que se manifies-
ta en las nifias por ausencia de telarquia a par-
tir de los 13 afios y, en los nifios, por no
objetivarse incremento del tamario testicular (°
4 ml) a partir de los 14 afios, toda vez que se
han excluido diferentes patologias relaciona-
das con el retraso puberal.

Patologia puberal

Teniendo en cuenta que la definicion de pubertad
normal sigue unos criterios estadisticos, todo aque-
llo que se encuentre en los extremos de la normali-
dad se considerara patologico (1418):

e Pubertad precoz (PP): aparicion de caracteres
sexuales secundarios antes de los 8 afios en
las nifas y de los 9 afos en los nifios.

- PP central (PPC): dependiente de gonado-
tropinas. En las nifias se evidencia mayor
prevalencia de casos idiopaticos, sobre
90%. Por el contrario, en los nifios existe
mayor frecuencia de patologia endocra-
neal, en algunas series alcanza el 50%.

- PP periférica: independiente de gonado-
tropinas. Mucho mas infrecuente que la
PPC.

e  Pubertad retrasada: ausencia de caracteres
sexuales secundarios a los 13 afios en las ni-
fnasy alos 14 afos en los ninos.

- Hipogonadismo hipogonadotropo funcio-
nal o reversible: aproximadamente afecta a
un 80% de los casos de retraso puberal en
los nifnos y un 55% de las nifas. No obstan-
te, en este grupo se incluye una variante de
la normalidad: retraso constitucional del
crecimiento y pubertad (RCCP). Asi, el 60-
65% de los casos de retraso puberal en ni-
flos corresponden a RCCP frente al 35%
observado en nifias.

- Hipogonadismo hipogonadotropo perma-
nente: 10% de casos de retraso puberal en
ninos y 20% de retraso puberal en nifas.
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- Hipogonadismo hipergonadotropo: 5-10%
de los retrasos puberales en nifios y 25%
en nifias.
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Abstract

Puberty is a complex developmental phenomenon,
driven by brain pathways under the modulation of
external and internal cues, which culminates with
the acquisition of reproductive competence and se-
xual maturity. From a neurobiological perspective,
this process is incumbent to the timed activation of
the population of hypothalamic neurons producing
gonadotropin-releasing hormone (GnRH); the en-
hancement of GnRH neurosecretory activity being
ultimately responsible for the triggering of puberty.
In the last decade, kisspeptins have emerged as pi-
votal upstream regulators of GnRH neurons, with
prominent roles in their activation during the puber-
tal transition and its (direct or indirect) modulation
by different regulatory signals, including metabolic
cues. We will briefly review herein the major features
of kisspeptins and their producing neurons, the so-
called Kiss1 neurons, as major gatekeepers and
fine regulators of reproductive maturation and pu-
berty onset in mammals.

Introduction

Puberty is major developmental event in the lifes-
pan of any individual, which culminates with the
attainment of sexual (somatic, psychological) ma-
turity and reproductive capacity. This intricate
maturational phenomenon is grounded on early
differentiation events (starting in utero), and invol-
ves a complex series of morphological, functional,
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endocrine, behavioral and psychological chan-
ges, which ultimately lead to the acquisition of a
complete adult phenotype!”. Accordingly, puberty
is regarded not only as a specific, relatively narrow
stage of development, but rather considered as
the final output of a maturational continuum that
leads to reproductive competence.

The tempo of puberty is dictated by the dynamic
interplay between genetic and environmental fac-
tors™, so that perturbation of such dialogue often
results in the inappropriate development of the re-
productive axis that commonly leads to alterations
of the timing of puberty (precocious, delayed or
absent). In this sense, beyond its paramount biolo-
gical relevance, puberty may be considered as
putative sentinel for perturbations of the gene-en-
vironment interactions along early stages of deve-
lopment, whose alterations may lead to deregula-
tion of key homeostatic systems. In fact, changes
in the timing of puberty, especially earlier puberty,
might impact important development events, in-
cluding somatic and psychological maturation,
and appear to be linked to numerous adverse
health outcomes®, as well as reduced life expec-
tancy®. This is specially worrying given the repor-
ted trends for changes in the age of puberty
(mostly earlier), which seem to be more frequent in
girls but appear to occur also in boys“®. These
observations urge for a better understanding of
the physiological control of puberty, and of the
pathophysiological basis of its alterations.

Neuroendocrinology of puberty: the GhnRH
Secretrory drive

The neuroendocrine system responsible for pu-
berty onset is the so-called hypothalamic-pituitary-
gonadal (HPG) axis, whose full activation permits
the acquisition of reproductive competence at pu-
berty” 8. This neurohormonal system primarily in-
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tegrates three major groups of factors, which are:
(a) the decapeptide, GnRH, which is released in a
pulsatile manner to the portal circuit connecting
the medial-basal hypothalamus and the pituitary;
(b) the gonadotropins, luteinizing hormone (LH)
and follicle-stimulating hormone (FSH), produced
by gonadotropic cells of the anterior pituitary; and
(c) the gonadal hormones, mainly sex steroids and
several peptides, which operate via feedback
loops at upper levels of the HPG axis to conduct
its homeostatic regulation. In addition, the HPG
axis is also modulated by other endogenous fac-
tors, e.g., metabolic hormones, and exogenous
signals, e.g., nutrition and light conditions®, which
contribute also to the dynamic control of puberty.

From its reproductive perspective, the initiation of
puberty is founded on the heightening of the pul-
satile release of hypothalamic GnRH®. Yet, the in-
timate mechanisms whereby this increase occurs
remain ill defined. The current view, articulated in
the so-called “central drive” hypothesis, concurs
that the increase in the pulsatile GnRH secretion
leading to the onset of puberty is the result of
changes in the activity of the central pathways
controlling GnRH neurons, with a switch in the ba-
lance between excitatory inputs (which increase)
and inhibitory signals (which decrease at the time
of puberty), thus causing the drive for the pubertal
activation of the HPG axis®. Notably, the activator
afferents of GNRH neurons include not only trans-
synaptic inputs but also glial-born factors?.

Kisspeptins and the central control of puberty

While the control of GnRH neurons is multifactorial,
and numerous neuropeptides and transmitters
have been shown in the last decades to regulate
GnRH secretion, kisspeptins have emerged in re-
cent years as fundamental regulatory signals, with
an essential role in the control of puberty(.
Kisspeptins are a family of structurally related pep-
tides, encoded by the Kiss7 gene, which act via
the G protein-coupled receptor, Gpr54, also ter-
med Kiss1R or kisspeptin receptor!’12, The repro-
ductive facet of kisspeptins, and their role in the
precise control of puberty, was surfaced by semi-
nal observations, back in 2003, that inactivating
mutations of GPR54 were linked to absence of pu-
berty and hypogonadism of central origin (aka, hy-
pogonadotropic hypogonadism) in humans(® 4.
Such reproductive role was further demonstrated
by the observation of similar phenotypes in pa-
tients with inactivating mutations of KISS7 and in
null mice for Gpr54 or Kiss 11",

These findings boosted enormous interest and
prompted the analysis of the physiological roles of
Kiss1 neurons in the regulation of GhnRH neurose-

cretion and puberty onset. While detailed recapi-
tulation of the results of these studies clearly exce-
eds the scope of this review, it is important to
stress that such analyses have unambiguously
documented a sophisticated developmental pro-
gram of Kiss1 neurons, responsible for their acti-
vation during the pubertal maturation™1®. This
complex and multifaceted phenomenon includes,
at least, the following major components: (a) an in-
crease in the hypothalamic Kiss7 mRNA/kisspep-
tin content during the juvenile-pubertal transition
that drives the full activation of the GnRH/gonado-
tropin system(®19); (b) a rise in the sensitivity to the
excitatory actions of kisspeptins on GnRH secre-
tion®®29; (c) an enhancement of Gpr54 signaling
efficiency in GnRH neurons; (d) a state of partial
resistance to desensitization to kisspeptin stimula-
tion®'-22; and (e) a rise of kisspeptin-positive neu-
rons and their projections to GNRH neurons®24, In
good agreement, pharmacological blockade of
kisspeptin signaling has been reported to delay
the onset of puberty in female rats®, whereas
ablation of Kiss7 neurons in the juvenile period
prevented pubertal maturation in female mice®®.

Despite the solid clinical and experimental eviden-
ce suggesting a role of kisspeptins in the timing of
puberty, one study using functional genomics to
congenitally ablate Kiss7 neurons suggested that
kisspeptin signaling seems to be dispensable for
the attainment of female fertility®®. In the same
vein, another study in a mouse model causing a
congenital 95% reduction in hypothalamic Kiss1
expression was compatible with roughly preser-
ved reproductive function in male mice®”; yet, a
similar reduction in hypothalamic Kiss1 levels se-
verely altered fertility in female mice. A tenable ex-
planation is that these phenotypes might be due to
incomplete neuronal/Kiss1 expression elimination,
coupled to potential developmental compensa-
tion®®, which can be activated by such congenital
manipulations. Thus, these findings would not re-
fute the essential role of hypothalamic kisspeptins
in the physiological timing of puberty, but rather
suggest that redundancy in Kiss1 signaling may
help to safeguard reproduction in relatively adver-
se conditions, at least in rodents.

Putative regulators of kisspeptins: neurokinin
B and leptin

Two major populations of Kiss 7 neurons have been
identified in the hypothalamus, as characterized in
detail in rodents®®. One is located in the rostral hy-
pothalamus, mainly at the antero-ventral periven-
tricular nucleus (AVPV), while the other is placed in
the arcuate nucleus (ARC) or its equivalent infun-
dibular region in humans®2®_ The latter, which is
primarily involved in the tonic control of pulsatile
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gonadotropin secretion, have been shown to co-
express the neuropeptides, neurokinin-B (NKB)
and dynorphin (Dyn), which seemingly operate as
co-regulators of kisspeptin neurons and eventual
modulators of puberty onset®s). Therefore, this
neuronal population has been named KNDy neu-
rons, as they express Kiss1, NKB and Dyn. Admit-
tedly, the level of co-expression of these neuro-
peptides varies depending on the species, the sex
and the state of the HPG axis®%%, In any event,
compelling evidence suggest that NKB may ope-
rate as a major stimulatory signal for the auto-re-
gulation of kisspeptin release by KNDy neurons,
and hence an important component of the machi-
nery responsible for pulsatile GnRH secretion. In
turn, Dyn would conduct an opposite role, by inhi-
biting kisspeptin output from KNDy neurons, and
thereby suppressing GnRH neurosecretion.

Suggestive, as yet incomplete evidence suggests
a role of NKB in the control of puberty onset. Thus,
it has been shown that central injection of the NKB
agonist, senktide, in prepubertal female rats sti-
mulates LH secretion®¥, while the hypothalamic
expression of NKB gene increases before the rise
of Kiss1 mRNA levels in female rodents®. In the
same line, central blockade of NKB signaling cau-
sed a moderate delay of puberty onset in female
rats 4. Recent evidence has shown that the sti-
mulation of NKB signaling or the inhibition of Dyn
induces early puberty onset in female rats ©®. The-
se findings are compatible with the view that the
inhibitory effect of Dyn on kisspeptin neurosecre-
tion decreases at the time of puberty, while the sti-
mulatory effect of NKB gradually augments during
this period. As a result of these sequential events,
the pulsatile kisspeptin/GnRH/LH release would
increase, thus leading to puberty onset®.

Another group of putative modulators of kisspeptin
signaling are the metabolic factors, which are
known to be potent modifiers of puberty onset.
Among them, a major player is the adipose hormo-
ne, leptin®®. The unequivocal essential role of lep-
tin in the control of puberty is attested by the alte-
rations in pubertal timing observed in conditions of
leptin deficiency or (morbid) leptin excess, which
are often associated with delayed or advanced
puberty, respectively®®9  In this context, experi-
mental evidence has suggested that leptin is a po-
sitive modulator of Kiss? neurons; a phenomenon
that can contribute to transmitting the metabolic
modulation puberty onset. Thus, conditions of lep-
tin deficiency are known to suppress hypothalamic
Kiss1 expression in rodents and sheep®®4%, while
leptin administration activates kisspeptin neurons
and/or increase Kiss1 expression in different spe-
cies® and cell lines“%). In addition, expres-
sion of the gene encoding the leptin receptor has
been documented in a fraction of ARC kisspeptin

neurons in mice and ewes“?4).  Nonetheless,
whether leptin modulated Kiss 7 neurons directly or
indirectly has been the subject of intense debate,
and studies involving selective elimination of leptin
receptors from Kiss1 neurons congenitally, using
the Cre-loxP technology, suggest that leptin signa-
ling in this neuronal population is dispensable for
attainment of reproductive competence®“®, while
other studied have failed to detect a significant
amount of functional leptin receptors in Kiss1 neu-
rons before puberty“®50, These findings, together
with the observations that leptin does influence
Kiss1 neurons, would suggest a predominantly in-
direct mode of action, in which intermediary
pathways and signals would play a relevant role.
Among these, neuronal pathways originating from
the ventral pre-mammillary nucleus (PMV)®", and
others using nitric oxide as major transmitter®?).

Conclusions And Future Directions

Puberty, as fascinating developmental phenome-
non, has drawn considerable attention, and nume-
rous clinical and experimental studies, conducted
in different mammalian species during the last de-
cades, have contributed to substantially expand
our understanding of the physiology of puberty and
the basis of some of its major alterations. In this
context, the discovery of kisspeptins, as essential
regulatory elements for the central control of puber-
ty in mammals, including humans, has revolutioni-
zed our knowledge about the intimate mechanisms
of puberty, allowing to surface novel regulatory
pathways whereby different factors, from environ-
mental cues to endogenous hormones, contribute
to the precise timing of puberty. While the progress
has been astonishing, important aspects of
kisspeptin and pubertal physiology remain ill defi-
ned and will likely focus considerable attention in
the coming years. Among these facets, we foresee
that elucidation of the molecular mechanisms for
the precise control of Kiss1/kisspeptin expression
and the relative role of the different Kiss1 neurons
populations will be of special interest, as epitomi-
zed by recent exciting findings on the putative roles
of epigenetic regulatory mechanisms and microR-
NAs in the central control of puberty 359,
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The age at which an individual initiates puberty is
determined by genetic and environmental factors,
including both nutritional and social influences. It is
suggested that early overnutrition or undernutrition
could modify the timing of pubertal onset. Early
neonatal overnutrition due to increased food availa-
bility modifies the timing of pubertal onset in rats.
Leptin may be one factor involved as neonatal over-
nutrition not only increases leptin levels during the
critical period of hypothalamic development, but it
also modifies the response to leptin during the peri-
pubertal period. Early overnutrition affects hypotha-
lamic glial cell development and function indicating
that, in addition to changes in the development of
neuronal circuits, modifications in glial cells may
also be involved in the long-term effects of early nu-
tritional changes on metabolism and reproduction.
During development, leptin levels can also be mo-
dified by factors such as stress. Experimental mo-
dels of maternal deprivation (MD) during neonatal
life have been shown to induce long-term effects on
numerous systems, including reproduction and me-
tabolism. Indeed, we have shown that MD for 24
hours starting on post-natal day (PND) 9 not only
reduces body weight throughout life, but it also
affects the age at which external signs of puberty
appear in rats. During the period of MD, there are
changes in cell turnover, neurotrophic factors, and
markers of neuronal and glial maturation in the hy-
pothalamus, indicating effects on hypothalamic de-
velopment. The fact that this experimental manipu-
lation abolishes the physiological neonatal leptin
surge, suggests that changes in the levels of this
hormone during a critical period of development
could participate in the observed effects on puber-
tal onset. Indeed, leptin treatment of neonatal rats
also modifies the timing of pubertal onset, in both
control and MD rats (-9,
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This conference will review what we have observed
to date regarding the effects of MD and neonatal
overnutrition on hypothalamic development and pu-
bertal onset. The fact that these experimental para-
digms differentially affect males and females will
also be stressed.
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Durante muchos afios las células gliales se conside-
raron meros elementos de soporte estructural y me-
tabdlico para las neuronas en el sistema nervioso.
En los ultimos afios se ha demostrado que células
gliales como los astrocitos también participan en el
procesamiento de informacion y se comunican con
las neuronas mediante transmisores, que se han de-
nominado gliotransmisores. A su vez, la actividad de
los astrocitos se modula por los neurotransmisores
liberados por las neuronas. Los astrocitos se comu-
nican entre si mediante uniones gap y forman redes
interconectadas por las que se propaga la actividad
mediante ondas de calcio. En el cerebro humano y
en el de los roedores los astrocitos mantienen con-
tactos morfolégicos con el soma de las neuronas
que producen la hormona liberadora de gonadotro-
pina (GnRH) en el hipotalamo. Ademas, un tipo es-
pecial de células gliales localizadas en el hipotala-
mo, llamadas tanicitos, establecen una barrera entre
las terminales de las neuronas GnRH vy los capilares
de la eminencia media que transportan la GnRH a la
adenohipdfisis. Durante la pubertad se activa un
mecanismo de sefializacion entre los astrocitos, los
tanicitos, las neuronas GnRH y las células endotelia-
les de la eminencia media. Los astrocitos liberan va-
rios factores que regulan la actividad de las neuro-
nas GnRH. Por ejemplo, los astrocitos liberan
prostaglandina E2 (PGE2), que promueve el disparo
de las neuronas GnRH y al mismo tiempo provoca
una retraccion de las prolongaciones de los tanici-
tos, permitiendo que los terminales de las neuronas
GnRH liberen su contenido en los capilares de la
eminencia media. Los astrocitos también liberan el
factor de crecimiento transformante beta, el cual in-
duce la sintesis de PGE2 en los tanicitos y en conse-
cuencia la retraccion de sus prolongaciones. Ade-
mas, el estradiol, actuando sobre receptores de
estrogeno en las células endoteliales de los capila-
res de la eminencia media, induce la liberacion de
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oxido nitrico por estas células, el cual a su vez indu-
ce la liberacién de PGE2 por los tanicitos y la retrac-
cién de sus prolongaciones. Por otra parte, la PGE2
induce cambios morfolégicos en los astrocitos aso-
ciados a las neuronas GnRH y estos cambios se ven
acompafiados por modificaciones en el nimero de
contactos sinapticos sobre estas células. También
se producen cambios en la envuelta astrocitaria y el
numero de contactos inhibitorios sobre neuronas del
nucleo arcuato hipotalamico que pueden estar rela-
cionadas con el control de las neuronas GnRH. Final-
mente, el estradiol induce la sintesis de progestero-
na por los astrocitos hipotalamicos. La progesterona
astrocitaria contribuye a aumentar la sintesis de
kisspeptina, la cual regula la liberacién de GnRH.
Ademas, los astrocitos, a través de uniones gap, re-
gulan la actividad sincronizada de las neuronas kis-
peptina. En resumen, los astrocitos y los tanicitos
participan, mediante diversos mecanismos, en el
control neuroendocrinolégico de la pubertad 9.
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Abstract

Central precocious puberty results from the prema-
ture activation of the hypothalamic-pituitary-gona-
dal axis. Recent studies have implicated genetic
changes in the etiology of central precocious pu-
berty in children, previously termed idiopathic, in-
cluding chromosomal abnormalities and gene mu-
tations. To date, heterozygous loss-of-function
mutations in the MKRNG3, an imprinted gene located
at 15911, are a common cause of familial CPP (up
to 46%), affecting both sexes. Familial segregation
analysis clearly demonstrated autosomal dominant
inheritance with complete penetrance, but with ex-
clusive paternal transmission, consistent with the
monoallelic expression of MKRN3. More recently, a
complex heterozygous defect of delta-like 1 homo-
log (DLKT), another maternally imprinted gene, lo-
cated at chromosome 14q, was identified in a family
with nonsyndromic central precocious puberty. The
importance of MKRN3 and DLK1 genes in the hu-
man pubertal development was reinforced by large
genome association studies of the age of menarche
in European women. The mystery of puberty initia-
tion and its deviations just start to be unraveled,
illustrating the complexity of the system comprising
gene and epigenetic modifications.

Key Words: Central Precocious Puberty, mutations,
MKRN3, DLK1, Genetics
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Introduction

Central precocious puberty (CPP) results from the
premature activation of the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis!"?. It mimics physiological pubertal
development, although at an inappropriate chro-
nological age. CPP is clinically defined by the de-
velopment of secondary sexual features before 8
years in girls and 9 years in boys®. Several conge-
nital malformations and acquired insults have
been associated with CPP-2), The range of causes
is similar in boys and girls, although idiopathic di-
sease is much more common in girls. Actually,
over 90% of the girls and up to 25% of the boys
with CPP have an idiopathic form™.

Recent studies have implicated genetic changes
in the premature reactivation of GnRH secretion,
which was previously termed idiopathic®. In the
last 10 years, my research group at Sao Paulo Uni-
versity has searched for potential genetic abnor-
malities associated with sporadic and familial
CPP®9 _nitially, candidate gene approach in com-
bination of Sanger sequencing method was used,
and although many negative results were obtai-
ned, two important data were achieved involving
the kisspeptin function®”. More recently, the
analysis of familial CPP by next generation se-
quencing, including exomic and genomic, trans-
formed significantly the current knowledge about
the unique pathogenesis of premature sexual de-
velopment in humans“9).,

Familial CPP is usually defined by the existence of
more than one affected member either in the pro-
band generation or in the pedigree. It was de-
monstrated that up to 27.5% of CPP cases were
familial®. In the majority of these families, the inhe-
ritance of the phenotype was consistent with auto-
somal dominant mode of transmission with incom-
plete penetrance. Maternal, paternal or both
modes of transmission have been described des-
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Table 1. Monogenic causes of central precocious puberty.

Protei
Gene Locus o e:ln Pattern of Inheritance Type of Mutation Prevalence
Function
KISS1R Kisspeptin ) Gain-of-function
19p13. ?-A | Vi
(or GPR54) 9p13.3 receptor dopted gir missense ery rare
A | i ith in-of-f i
KISS1 1932 Potent GnRH stimulator lutosoma dominant wit Galnlo unction Very rare
incomplete penetrance missense
Loss-of-f i
MKFN3 15g11.2 Autosomal dominant with | (> SC())SrSmCJ)tatliJ;r?sUSvr;re
(maternal (Prader-Willi | Protein ubiquitination and . ) 33-46% of familial
. : ) - complete penetrance | described, missense,
imprinted region) RNA binding o ) cases
(paternal transmition) frameshift, stop-co-
gene) .
dons mutations)
DLK1
14932 ) . Autosomal dominant with Loss-of-function
(maternal Adipose tissue homeos- .
. ) (Temple . ) complete penetrance defect Still unknown
imprinted . tasis and neurogenesis " .
gene) region) (paternal transmition) (complex deletion)

cribed®. To date, monogenic causes of familial
CPP were established, and loss-of-function muta-
tions of MKRN3 are the most prevalent cause of
familial CPP (Table 1). Only two mutations, one
missense mutation in the gene encoding kisspep-
tin-1 (KISS7) and one in the gene encoding its re-
ceptor (KISS1R), were associated with CPP, despi-
te screening of a large cohort of patients for
mutations in these genes, indicating that mutations
in KISS1and KISS1R genes are uncommon cause
of CPP.

MKRN3 mutations in familial CPP

The role of MKRN3 in the pathogenesis of CPP
was first demonstrated in 2013, when whole exo-
me sequence analysis was performed in 40 mem-
bers of fifteen families with CPP4. Rigorous criteria
were used to filter the variants and identify the mu-
tations likely to be causative of the phenotype for
CPP. In this study, 15 individuals (8 girls, and 7
boys) from 5 families with CPP carried MKRN3 mu-
tations predicted to be loss-of-function. Patients
with CPP due to MKRN3 mutations had typical cli-
nical and hormonal features of premature activa-
tion of the reproductive axis when compared with
those CPP patients without mutations.

MKRN3, an intronless gene, is located on a com-
plex imprinted locus in chromosome 15g11.2, a
Prader-Willi syndrome critical region. All studied
families had autosomal dominant inheritance, and
they were consistent with the expected transmition
of a patternally expressed gene, it means the mu-
tated allele must be transmitted by the father to
cause the phenotype. Complete penetrance of the
MKRN3 defects was lately illustrated by the des-
cription of a girl carrying a MKRN3 mutation detec-
ted prior to the onset of puberty'®. She was scree-
ned at the age of 4, because her older sister had

developed CPP at 6 years of age due to the
MKRN3 mutation, which was inherited from their
asymptomatic father, During close follow-up,
she initially had increased growth velocity at 6, fo-
llowed by an increased basal LH level and clinical
thelarche with rapid progression (Tanner stage
1-3) at the age of 6.7. This prismatic case demons-
trated the possibility of very early or even subclini-
cal diagnosis of CPP cases caused by genetic
abnormalities.

More recently, the hormonal and genetic features
of 20 male patients from 17 families, who had
diagnosis of CPP associated with normal MRI of
hypothalamic-pituitary region, were evaluated for
potential genetic abnormalities'”. After genetic
analysis, eight boys from 5 families harbored he-
terozygous loss-of-function mutations of MKRN3.
The frequency of MKRN3 mutations among boys
was significantly higher than female data (40%
vs. 6.4%, respectively, p < .001). Boys with
MKRN3 had later pubertal onset than boys
without MKRN3 abnormalities (median age 8.2
vs. 7.0 years, respectively, p = .033). Notably, the
determination of age at pubertal onset in boys
can be a challenge!'®. Male patients usually re-
member only late events of puberty, such as the
age at initiation of full facial shaving and age of
voice change. The borderline early age at puber-
tal onset in boys with MKRN3 mutations can com-
promise the precise identification of puberty by
parents and general pediatrics and, therefore,
lead to an underestimated incidence of CPP in
this group.

A high prevalence of mutations in familial cases
has been described (achieving up to 46%), while
in sporadic forms of CPP the prevalence was va-
riable, from very low in a cohort of patients from
Korea to quite high in boys from Brazil*3'9. More
than 30 different loss-of-function mutations of
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Figure 1. Potential strategy for identification of central precocious puberty etiology in girls and boys.
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MKRN3 have been reported in CPP in the last 5
years(™. This high prevalence of MKRN3 muta-
tions in familial cases with CPP can affect the clini-
cal investigation of familial cases, in which genetic
studies could precede the brain MRI, that might
be postponed (in non mutant cases) or even avoi-
ded completely in patients who carry MKRN3 mu-
tations” (Figure 1). The financial costs of the ge-
netic analysis of MKRNG, an intronless gene, are
much lower than the costs of a brain MRI in chil-
dren, who usually need anesthesia for the scan.
Therefore, a reliable family history is a key element
for driving the medical decision of whether to do a
brain MRI or a genetic test first.

The exact role of MKRN3 in the reproductive axis
has been explored after the identification of hu-
man mutations. Mkrn3 mRNA levels were high in
the arcuate nucleus of prepubertal female and
male mice and decreased immediately before pu-
berty, after day15, and remained low after puberty,
suggesting a potential inhibitor role on the repro-
ductive axis®. Similar pattern of the circulating
MKRN3 levels was demonstrated in humans. Lon-
gitudinal studies of healthy Danish girls and boys
demonstrated that circulating MKRN3 declined
prior to pubertal onset*'®). A negative correlation
between MKRNG levels and gonadotropin levels
was demonstrated in girls. In addition, it was de-
monstrated lower MKRN3 levels in patients with
CPP when compared to pre-pubertal age-mat-
ched pairs¥,

The precise mechanism by which the inactivation
of MKRN3 leads to the early reactivation of pulsati-
le GnRH secretion remains to be elucidated. It has
been suggested that MKNR3 is an E3 ubiquitin Ii-
gase, similar to other members of makorin family.
Once ubiquitinated, the proteins can be targeted
to degradation or directed to other intracellular
pathways.

A complex defect of DLK1 gene in a family
with CPP

Linkage analysis followed by whole-genome se-
quencing in an Afro-descendant were performed
in a Brazilian family in which 4 girls, including two
sisters and two paternal half sisters, had progres-
sive CPP®. Their paternal grandmother reported
menarche at 9 years old. The children’s father had
normal pubertal timing, suggesting either incom-
plete penetrance or an imprinted disorder. MKRN3
mutation was excluded in this family with CPP. A
complex heterozygous defect of DLK1, another
maternally imprinted gene located at chromosome
14q, was identified in the affected members. The
DLK1 defect was characterized by a 14-kb dele-
tion and 269-bp duplication and only family mem-
bers who inherited this defect from their father had
central precocious puberty, consistent with the
known imprinting of DLK1®). DLK1, also known as
preadipocyte factor 1, is a transmembrane protein
expressed at the cell surface in several embryonic
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tissues, endocrine glands and a subset of neu-
rons.

It was known that paternal deletions or maternal
unipaternal disomy of chromosome 14q locus result
in Temple syndrome, a complex disease characteri-
zed by prenatal and post natal growth failure, obe-
sity, central precocious puberty, small hands and
feet and neurologic abnormalities!". However, the
Brazilian patients with a complex defect of DLK1
did not demonstrate additional features of Temple
syndrome except for increased fat mass®. Interes-
tingly, serum DLK1 levels were undetectable in all
affected individuals, supporting the notion that the
genomic deletion leads to complete lack of DLK1
protein in these individuals®. It was known that Dik 1
expression increases in the hypothalamus between
birth and adulthood in mice™. In addition, Dauber
et al® showed that DIk1 was expressed in kisspep-
tin neuron-derived cell lines, supporting a potential
neuroendocrine function.

The importance of MKRN3 and DLK7 in human pu-
berty initiation was reinforced by large genome-wi-
de studies involving European women(®. Genotype
data in up to 370,000 women demonstrated that
rare variants near of these imprinted genes exhibit
large effects when paternally inherited. Additionally,
these variants conferred a substantial decrease in
the age of menarche, demonstrating parent-of-ori-
gin-specific associations concordant with known
parental expression patterns(?.

Conclusions

The initiation of puberty is thought to result from a
decrease in factors that inhibit the release of GnRH
combined with an increase in stimulatory factors.
Human and animal studies recently indicated that
MKRN3 is a strong component of the repressive
control of human puberty and represents a new
pathway in pubertal regulation. The recent asso-
ciation of a complex genomic defect in DLK1 with
nonsyndromic familial CPP, strongly suggests a
role of genomic imprinting in regulating the timing
of human puberty.
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Abstract

The pathogenesis of delayed puberty (DP) encom-
passes several conditions including functional hy-
pogonadism, most commonly due to self-limited
(also known as constitutional) DP, GnRH deficiency
leading to hypogonadotropic hypogonadism, and
disorders causing primary hypogonadism. Whilst
many of the genetic defects responsible for the lat-
ter two groups have been identified in the last de-
cade, the genetic basis of self-limited DP remains to
a great degree an unsolved mystery. Self-limited DP
is a highly heritable trait, which often segregates in
an autosomal dominant pattern; however, its neu-
roendocrine pathophysiology and genetic regula-
tion remain unclear. Some insights into the genetic
mutations that lead to familial DP have come from
sequencing genes known to cause GnRH deficien-
cy, most recently via next generation sequencing,
and others from large-scale genome wide associa-
tion studies in the general population. Results of
these studies suggest that a variety of different
pathogenic mechanisms affecting the release of the
puberty ‘brake’ can lead to self-limited DP. These in-
clude abnormalities of GnRH neuronal development
and function, GnRH receptor and LH/FSH abnorma-
lities, metabolic and energy homeostasis derange-
ments and transcriptional regulation of the HPG
axis. Thus, genetic causes of DP may have effects
as early as in fetal life, throughout early childhood
and on into adolescence.
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Introduction

The development of the hypothalamic-pituitary-go-
nadal (HPG) axis is both complex and fascinating,
as GnRH neurons develop in metazoan embryos
outside of the central nervous system and migrate
alongside vomeronasal neurons during fetal life. Im-
mature GnRH precursor neurons are first detectable
in the olfactory placode in the nose from an early
embryological stage, and then begin a complex
journey towards the hypothalamus™.

The HPG axis is active in fetal and then in early in-
fant life, the so-called ‘mini-puberty’, but thereafter
becomes dormant between the age of one and
eight-to-nine years®. Development of the clinical
features of puberty is initiated by the reactivation of
the HPG axis after this relative quiescence during
childhood. What drives this suppression of the axis
during childhood, and what controls the release of
this ‘brake’ and the timing at which this occurs, is
poorly understood.

Despite the demonstrated importance of environ-
mental factors such as body mass, psychosocial
stressors and endocrine disrupting chemicals
(EDCs)®, genetic influence on the timing of puberty
is clearly fundamental. Whilst the timing of pubertal
onset varies within and between different popula-
tions, it is a highly heritable trait. Twin studies de-
monstrate that the timing of sexual maturation is
highly correlated between highly related individuals,
suggesting strong genetic determinants . Previous
studies estimate that 60-80% of the variation in pu-
bertal onset is under genetic regulation® ©. Howe-
ver, despite this strong heritability, the key genetic
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factors that determine human pubertal timing in the
normal population and in cases of disturbed puber-
tal timing remain mostly unknown,

Pubertal reactivation of the hypothalamic-
pituitary axis

Kisspeptin, an excitatory neuropeptide, was identi-
fied as a permissive factor in puberty onset by the
discovery of patients with GnRH deficiency with
loss-of-function mutations in the KISS7 receptor,
KISS1R (previously known as GPR54)® 9. Mice with
knockout of Kiss1r were simultaneously discovered
to be infertile despite anatomically normal GnRH
neurons and normal hypothalamic GnRH levels®,
with a phenotype consistent with normosmic GnRH
deficiency. However, despite a large body of evi-
dence for kisspeptin as one of the most important
gatekeepers of GnRH neuronal function, only very
rarely have human mutations in KISS7 been found in
patients with delayed or absent puberty!?.

The excitatory neuropeptide, neurokinin b, also plays
a role in the upstream control of GnRH secretion.
Identification of this pathway was also via discovery
of loss-of-function mutations in TAC3, encoding neu-
rokinin b, and its receptor TACR3, in patients with
normosmic GnRH deficiency and pubertal failure™.
Kisspeptin, neurokinin b and dynorphin are coex-
pressed in KNDy neurons of the arcuate nucleus of
the hypothalamus!'?, which project to and directly in-
teract with GnRH neurons. Their expression is down-
regulated by oestrogen and testosterone as part of
the negative feedback regulation of gonadotropin
secretion(® . However, administration of neurokinin
b agonists failed to stimulate GnRH release in ro-
dents, and Tacr3 knockout mice have grossly normal
fertility(™® 19, Of 50 self-limited DP patients investiga-
ted for mutations in TAC3and TAC3R, only one muta-
tion in a single patient was found in the latter gene('”.

The inhibitory role of GABAergic neurotransmission
has been clearly shown in primates'® but is more
ambiguous in rodents. Opioid peptides provide
additional inhibitory input but this appears to be less
critical than the GABAergic signals in restraining the
initiation of puberty'®. Additionally, RFamide-rela-
ted peptide gene (RFRP), the mammalian ortholog
of the avian peptide gonadotrophin-inhibiting hor-
mone (GnlH), has been identified as a further inhibi-
tory regulator of GnRH neuronal activity in mice®,
Glial inputs appear to be predominantly facilitatory
during puberty and consist of growth factors and
small diffusible molecules, including TGFp1, IGF-1
and neuregulins, that directly or indirectly stimulate
GnRH secretion".

Upstream regulation of GnRH transcription is less
well established. Candidate transcriptional regula-

tors identified from a systems biology approach and
animal models include Oct-2, TTF-1 and EAP1
(Figure 1). Oct-2 mRNA is upregulated in the hy-
pothalamus in juvenile rodents, blockage of Oct-2
synthesis delays age at first ovulation whilst activa-
tion of Oct-2 expression (e.g. hamartomas) induces
precocious puberty®). TTF-1 (thyroid transcription
factor-1) enhances GnRH expression, with increa-
sed expression in pubertal rhesus monkeys®¥,
EAP1 mRNA levels also increase in primate and ro-
dent hypothalamus during puberty. EAP1 transacti-
vates the GnRH promoter, and EAP1 knockdown
with siRNA caused DP and disrupted estrous cycli-
city in a rodent model®®. However, to date no muta-
tions in these upstream or regulatory factors have
been reported in patients with DP.

Epigenetic regulators are potential modulators of
pubertal timing. Recent evidence highlights the im-
portance in mice of microRNAs (particularly the
miR-200/429 family and miR-155) in the epigenetic
up-regulation of GnRH transcription during the criti-
cal period (murine equivalent of the mini-puberty)
26 Moreover, miR-7a2, has been demonstrated to
be essential for normal pituitary development and
HPG function, with deletion in mice leading to hypo-
gonadotropic infertility®”. The effects of environ-
mental changes on the hypothalamic regulation of
puberty may also be mediated via epigenetic me-
chanisms. In particular, epigenetic changes during
foetal life are a potential mechanism for the effects
of EDCs in utero 9.

Etiologies underlying Delayed Puberty

Self-limited delayed puberty (DP), also known as
constitutional delay of growth and puberty (CDGP),
represents the commonest cause of DP in both se-
xes. Up to 83% of boys with pubertal delay have
self-limited DP®*%2 Individuals with self-limited DP
lie at the extreme end of normal pubertal timing, with
the absence of testicular enlargement in boys or
breast development in girls at an age thatis 2to 2.5
standard deviations (SD) later than the population
mean. In addition, self-limited DP may also en-
compass older children with delayed pubertal pro-
gression, a diagnosis that is aided by the use of pu-
berty normograms®". Self-limited DP is associated
with adverse health outcomes including short statu-
re, reduced bone mineral density and compromised
psychosocial health®3),

There are three main groups of differential diagno-
sis of self-limited DP (Table 1) 29 although up to
30 different etiologies underlying DP have been
identified®: hypergonadotropic hypogonadism,
with primary gonadal failure leading to elevated
gonadotropin levels due to lack of negative fee-
dback; functional hypogonadotropic hypogona-
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Figure 1. Genetic regulators in the trans-synaptic and glial control of GnRH neurons during puberty.
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(Adapted from ref. 19).

Table 1. Differential Diagnoses of Self-Limited Delayed Puberty.

Hypergonadotropic
Hypogonadism

Hypogonadotropic Hypogonadism

Functional Hypogonadotropic
Hypogonadism

Common Causes: | Klinefelter Syndrome
Gonadal dysgenesis
including Turner’s syndrome
Chemotherapy/ Radiation

Therapy

Isolated Hypogonadotropic
Hypogonadism

Kallmann syndrome

Combined Pituitary Hormone
Deficiency

Chemotherapy/ Radiation Therapy
CNS Tumours/ Infiltrative Diseases

Inflammatory Bowel Disease
Coeliac Disease

Anorexia Nervosa
Hypothyroidism

Excessive Exercise

Table modified and reprinted with permission from Palmert MR, Dunkel L. Clinical practice. Delayed puberty.

N Engl J Med 2012;366:443-53.

dism, where late pubertal development is due to
maturational delay in the HPG axis secondary to
chronic disease, malnourishment, excessive exer-
cise, psychological or emotional stress; and per-
manent hypogonadotropic hypogonadism, cha-
racterized by low LH and FSH levels. This last
condition is due to congenital hypothalamic or pi-
tuitary disorders, or an acquired central dys-
function secondary to irradiation, tumour or vascu-
lar lesion.

The Inheritance and Genetic Background of
Self-Limited Delayed Puberty

Self-limited DP segregates within families with com-
plex patterns of inheritance including autosomal do-
minant, autosomal recessive, bilineal and X-linked
9, although sporadic cases are also observed (Figu-
re 2). The majority of families display an autosomal
dominant pattern of inheritance (with or without com-
plete penetrance)* 3. 50 to 75% of subjects with
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Figure 2. The Genetics of Pubertal Timing.

Average onset of
puberty

Mono-

oroligogenetic
backgroungd

; Common :
4 variants i
/ (GWAS) |
+ l i
| | |
Centile 1-3 Centile 50 Centile 97-99
or<—2SD mean or >+ 2SD
G2 11.5yr 14 yr

In the general population there is a near-normal distribution of the timing of pubertal onset, with the defini-
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mine key genetic determinants in the timing of puberty include large genome wide association studies
(GWAS) of age-at-menarche and voice breaking in the general population, and identification of rare high-
impact variants causing early, late or absent puberty in patients and their families.

self-limited DP have a family history of delayed pu-
bertal onset®,

Some insights into the genetic mutations that lead to
familial self-limited DP have come from sequencing
genes known to cause GnRH deficiency, most re-
cently via next generation sequencing. Linkage
analysis and targeted sequencing strategies have
been mostly superseded by whole exome and ge-
nome sequencing strategies to identify novel candi-
date genes.

Other candidates have been identified from large-
scale genome wide association studies in the gene-
ral population. Analysis of self-limited DP families is
complicated by the fact that this phenotype repre-
sents the tail of a normally distributed trait within the
population, so it is expected that variants that go-
vern the inheritance of this condition will also be
present in the general population at a low level.
Thus, the absence of these variants in population
databases cannot be used as an exclusion criterion

during filtering of sequencing data. Instead, a com-
parison of prevalence of such variants must be
made to identify those that are enriched in patients
compared to the general population. In the majority
of patients with DP the neuroendocrine pathophy-
siology and its genetic regulation remain unclear.

Loss-of-function mutations in a member of the im-
munoglobulin superfamily, IGSF1, have been identi-
fied in patients with X-linked central hypothyroi-
dism®. Notably, male patients with /GSF1 mutations
have a late increase in testosterone levels with a
delayed pubertal growth spurt. However, pathoge-
nic mutations in /GSF1 have not been conclusively
found in patients with isolated DP9,

More recently, whole exome and targeted resequen-
cing methods have implicated two pathogenic mu-
tations in IGSF10 as the causal factor for late puber-
ty in six unrelated families from a large Finnish
cohort with familial DP®". A further two rare variants
of unknown significance were identified in four addi-
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Figure 3. Schematic of the mechanism by which IGSF10 mutations lead to DP.

GnRH secretion

IGSF10 deficiency in the fetus leads to delayed puberty

Reduced levels of IGSF10 expression during embryogenesis in the corridor of nasal mesenchyme from the
vomeronasal organ to the olfactory bulbs result in delayed migration of GnRH neurons to the hypothalamus.
This presents for the first time in adolescence as a phenotype of DP due to abnormalities of the GnRH neu-

ronal network.

tional families from the cohort. Mutations in IGSF10
appear to cause a dysregulation of GnRH neuronal
migration during embryonic development (Figure
3). An intact GnRH neurosecretory network is ne-
cessary for the correct temporal pacing of puberty.
Pathogenic IGSF10 mutations leading to disrupted
IGSF10 signalling potentially result in reduced num-
bers or mis-timed arrival of GhnRH neurons at the hy-
pothalamus; producing a functional defect in the
GnRH neuroendocrine network. With this impaired
GnRH system there would follow an increased
‘threshold’ for the onset of puberty, with an ensuing
delay in pubertal timing. IGSF10 loss-of-function
mutations were also discovered in patients with a
hypothalamic amenorrhoea-like phenotype. These
findings represent a new fetal origin of self-limited
DP, and reveal a potential shared pathophysiology
between DP and other forms of functional hypogo-
nadism.

Genetics of GnRH deficiency and relevance to
DP

At the extreme end of the spectrum of DP are condi-
tions of GNRH deficiency including congenital hypo-
gonadotropic hypogonadism (CHH), with complete
failure to enter puberty. The condition may be due to

failure of development of GnRH neurons, lack of ac-
tivation of GnRH secretion or disrupted GnRH sig-
nalling. Because of different causes and incomplete
penetrance, there is a wide spectrum of phenoty-
pes, ranging from complete CHH with lack of puber-
tal development to a partial hypogonadism with an
arrest of pubertal development, and reversible CHH
in up to 20% of patients post treatment 349, Despite
recent advances, with over forty genes linked to this
disorder identified, the pathophysiological basis of
CHH in approximately 50% of individuals remains
unclear (Figure 4)@).

Various malformations affecting the development of
the prosencephalon may cause GnRH deficiency
combined with deficiency of any or all other pituitary
hormones. Other congenital midline defects, which
may range from holoprosencephaly to cleft lip and
palate, can also be associated with variable hy-
pothalamic—pituitary dysfunction.

Genetic defects affecting the development of the
anterior pituitary may cause GnRH deficiency. The
pituitary transcription factors LHX3, SOX2 and
HESX1 are vital for early patterning of the forebrain
and pituitary, and mutations in these developmental
genes result in syndromic hypopituitarism with go-
nadotropin deficiency in humans®“’. PROPT is im-
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portant for the development of gonadotropin-secre-
ting cells and mutations in this gene are the most
common cause of combined pituitary hormone defi-
ciency in humans“?. Patients with PROP1 mutations
have variable GnRH deficiency ranging from DP to
CHH @9, Mutations in DAXT1 cause X-linked adrenal
hypoplasia congenita with associated HH, but have
not been found in isolated DP®“3).

GnRH deficiency may also be associated with other
conditions, particularly with neurological phenoty-
pes. Mutations in POLR3A/Bresult in the 4H syndro-
me (Hypomyelination, Hypodontia and Hypogona-
dotropic Hypogonadism)®“4 whilst those in RNF216,
OTUD4 and PNPLA6 produce the phenotypic com-
bination of HH and ataxia (also known as Gordon-
Holmes syndrome)“: 49 DMXL2 mutations are as-
sociated with congenital HH, other endocrine
deficiencies and polyneuropathies”). Dysregulation
of the RAB3 cycle, such as with mutations in RAB-
3GAP1, lead to Warburg Micro syndrome with ocu-
lar, neurodevelopmental and central reproductive
defects®“8 49,

Loss-of-function mutations within the GnRH receptor
are the most frequent cause of autosomal recessive
CHH, accounting for 16% to 40% of patients. Muta-
tions have been found within the extracellular, trans-
membrane and intracellular domains of the receptor
leading to impaired GnRH action®. A homozygous
partial loss-of-function mutation in GNRHR was found
in two brothers, one with self-limited DP and one with
idiopathic HH®", and a further heterozygous mutation
found in one male with self-limited DP®?. A small co-
hort of 31 patients was analysed for mutations in
GHSR and 5 patients were found to have point muta-
tions in this gene®?,

Downstream mutations in the GnRH signalling
pathway can also present with DP. LH and FSH are
glycoprotein hormones encoded by a common
a-subunit gene and a specific -subunit gene. Mu-
tations of the -subunits genes of LH or FSH are ex-
tremely rare causes of pubertal abnormalities®.
Males with inactivating mutations of the LHB have
absent pubertal development with Leydig cell hypo-
plasia leading to T deficiency and azoospermia. Fe-
males with inactivating mutations of LHB present
with onset of normal puberty, but with normal or late
menarche followed by infertility due to lack of ovula-
tion®¥. Individuals with inactivating FSHB mutations
present with incomplete pubertal development and
azoospermia in males and primary amenorrhea in
females®®.

In view of the possible overlap between the patho-
physiology of DP and conditions of GnRH deficien-
cy, a few studies have specifically examined the
contribution of mutations in CHH genes to the phe-
notype of self-limited DP. Mutations in HS6STT,

FGFR1and newly in KLB have been found in a small
number of kindreds of CHH patients and their relati-
ves with DP®¢9)_ Variants in several HH genes inclu-
ding GNRHR, TAC3, TACR3, IL17RD and SEMASA
have been identified by whole exome sequencing in
some cases of DP, including self-limited DP ©9).
However, these variants have not been tested in vi-
tro or in vivo for pathogenicity and thus may be an
over-estimation. Overall, the current picture indica-
tes that the genetic background of HH and DP may
be largely different, or shared by as yet undiscove-
red genes®?.

Genetics of pubertal timing in the general
population

Attempts to identify key genetic regulators of the ti-
ming of puberty in humans have led to several large
genome wide association studies (GWAS) of age-
at-menarche, examining pubertal timing in healthy
women®>-62 These studies demonstrate genetic he-
terogeneity in pubertal timing, with the observation
that the genetic architecture of the timing of puberty
in healthy subjects is likely to involve at least hun-
dreds of common variants. The first of many loci as-
sociated with age of menarche was the gene
LIN28B®). LIN28B is a human ortholog of the gene
that controls, through microRNAs, developmental
timing in the Caenorhabditis elegans. However, mu-
tations in LIN28B have not to date been identified in
human patients with DP®% or precocious puberty ¢,

The largest study of this type comprises 1000 Geno-
mes Project-imputed genotype data in up to
~370,000 women, and identifies 389 independent
signals (P < 5 x 10%) for age at menarche®. Per-
allele effect sizes ranged from 1 week to five months.
These signals explain ~7.4% of the population va-
riance in age at menarche, corresponding to ~25%
of the estimated heritability. Many of these signals
have concordant effects on the age at voice brea-
king, a corresponding milestone in males. However,
in women the signals identified had stronger effects
on early than on late age of menarche, but in con-
trast had larger effect estimates for relatively late
than relatively early voice breaking in males©®.

Around 250 genes were identified via coding varia-
tion or associated expression, particularly those ex-
pressed in neural tissues. Importantly, genes al-
ready implicated in rare disorders of puberty were
identified, including LEPR, GNRH1, KISS1, TACRS.
Two imprinted genes were also reported: MKRNS,
paternally-inherited mutations in which have been
identified as causal in pedigrees of central preco-
cious puberty (CPP)®): and DLK1®®). MKRN3 is the
third, and to date the most frequently mutated, gene
in pedigrees with CPP®", the others being KISS1¢9)
and its receptor GPR5479 which have been repor-
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Figure 4. Overlap between genetic regulation in the general population and extreme phenotypes.

Delayed
Puberty

>90%
unknown

IHH/KS

Examples of genes implicated in timing of puberty from genome wide association studies in the general
population (GWAS), conditions of GnRH deficiency such as idiopathic hypogonadotropic hypogonadism
(IHH) and Kallmann Syndrome (KS), and self-limited delayed puberty.

ted only rarely. MKRN3 is thought to contribute to
the puberty ‘brake’ restraining the HPG axis via inhi-
bition of GnRH release. Very recently a complex de-
fect in DLK1 has been identified in one pedigree
with CPP®®) and a gain-of-function mutation in PRO-
KR2 reported in a girl with sporadic CPP7". Howe-
ver, neither MKRN3 nor DLK1 mutations have been
implicated in the pathogenesis of DP (Figure 4).

Delayed puberty due to primary gonadal
failure

In gonadal dysgenesis in both males and females,
pubertal development may be delayed or entirely
absent. In Turner syndrome, the most common form
of hypergonadotropic hypogonadism in females,
puberty is delayed and usually followed by progres-
sive ovarian failure. Importantly, however, up to
30% of girls will undergo spontaneous pubertal de-
velopment and 2 to 5% will have spontaneous men-
ses™. About half of girls with Turner syndrome have
the 45X karyotype. Other causes of ovarian dysge-
nesis include X isochromosome, where abnormal
chromosome division results in duplication of identi-
cal chromosome arms, most commonly of the long
(q) arm. These patients have streak gonads and a
similar phenotype to Turner syndrome. Various mi-

crodeletions on the short and long arm of the X
chromosome are also found in women with primary
ovarian insufficiency, with several genes implicated
including POF1, POF2, DIAPH2, FOXL2 and
BMF157. XX gonadal dysgenesis can occur in
combination with cerebellar ataxia and learning
difficulties, or with multiple malformation syndromes
with a range of associated features including micro-
cephaly, limb abnormalities, facial and cardiac de-
fects. Point mutations in the extra-cellular domain of
the FSH receptor with subsequent inactivation of the
receptor function result in raised FSH levels, varia-
ble development of secondary sex characteristics
and primary or secondary amenorrhea™. Whilst up
to 40% of Finnish patients have such a mutation,
these appear to be rare in other populations.

In males, testicular abnormalities are characterized
by elevated gonadotropin and low inhibin-B con-
centrations, and may present as pubertal delay. The
commonest condition underlying hypergonadotro-
pic hypogonadism in males is Klinefelter syndrome
(47, XXY), with a prevalence of 1 in 667 live births.
The majority of those affected will enter puberty
spontaneously at a normal age'®, although DP may
be seen in those with a more complex karyotype
(48, XXYY, 48, XXXY, 49, XXXXY). In the majority of
patients with Klinefelter syndrome testosterone le-
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vels become increasingly deficient by Tanner sta-
ges 4-5, possibly as a result of secondary regres-
sion.

Metabolism and timing of puberty

Nutritional changes play an important role in the ob-
served secular trend towards an earlier age of pu-
bertal onset in the developed world”, as shown by
the positive correlation between age at puberty on-
set and childhood body size, particularly in girls®,
In contrast, under-nutrition in females, for example
in chronic disease or anorexia nervosa, can result in
delay in both the onset and tempo of puberty.®

This relationship between fat mass and pubertal ti-
ming is mediated, at least in part, through the per-
missive actions of the metabolic hormone leptin, a
key regulator of body mass, produced from white
adipose tissue®. Humans and mice lacking leptin
(Lep ob/ob) or the leptin receptor (LepR db/db) fail
to complete puberty and are infertile®). GWAS stu-
dies of pubertal timing found, in addition to leptin
signalling, overlap with several genes implicated in
body mass index including FTO, SEC16B, TMEM18,
and NEGR1®. However, whilst self-limited DP in
boys is associated with hypoleptinaemia®?, there
have been no identified association of specific lep-
tin or leptin receptor polymorphisms with DP®3),
Ghrelin and other gut-derived peptides may also
form part of the mechanism by which energy ho-
meostasis regulates reproductive development®.
Notably, children with CDGP have a dual phenotype
of slow growth in childhood with DP. In contrast,
both low birth weight and prematurity are associa-
ted with earlier onset of puberty®, particularly in
those children with rapid increase in length or
weight in the first two years of life®®. It remains un-
clear, however, if childhood obesity, insulin resistan-
ce, excess androgens or underlying genetic or epi-
genetic factors may explain this association®”.

Conclusions

A wide variety of genetic and epigenetic defects
affecting different aspects of the HPG axis at diffe-
rent time periods in fetal and postnatal life may result
in delayed and disordered puberty. Although our un-
derstanding of the highly complex underlying biolo-
gical network remains imperfect, results to date de-
monstrate the importance of defects in GnRH
neuronal development and function, GnRH receptor
and LH/FSH abnormalities, transcriptional regulation
of the HPG axis and metabolic and energy homeos-
tasis derangements in the control of pubertal timing.

Clinically it is important to distinguish between the
conditions of DP and idiopathic CHH in adoles-

cents presenting with DP. However, this diagnosis
is often a difficult one as both disorders can present
with a picture of functional hypogonadotropism and
can share an underlying pathophysiology. There is
still no definitive test to accurately discriminate bet-
ween the two diagnoses. More complex and invol-
ved management is required in patients with CHH
to achieve both development of secondary sexual
characteristics and to maximize the potential for
fertility®®. Genetic testing may inform diagnosis of
associated syndromic features, likelihood of rever-
sal and inheritance in family members. Rapid and
efficient diagnosis of patients in clinic would repre-
sent a huge leap forward in patient care and a likely
significant economic advantage. While presently
next generation sequencing in individuals presen-
ting with delayed or incomplete pubertal develop-
ment is only a reasonable option in a research set-
ting, future progress in gene discovery and
technical developments may facilitate the availabi-
lity of genetic diagnosis as part of clinical care for
patients with both GnRH deficiency and self-limi-
ting DP.
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Resumen

La pubertad precoz se define en base a unos crite-
rios clinicos y su diagnostico se basa en el estudio
del eje hipotalamo-hipoéfiso-gonadal y en la demos-
tracion de unos niveles elevados de esteroides se-
xuales. El test de GnRH es la prueba de oro para el
diagnostico de la pubertad precoz central y existe
controversia en definir el punto de corte de LH que
indique activacion del gonadostato y la progresion
de la pubertad. Los nuevos ensayos para la deter-
minacion de las gonadotropinas han permitido el
uso de la LH basal como método de deteccion de la
pubertad precoz central. La pubertad retrasada
puede deberse a diversas etiologias. Las gonado-
tropinas basales, sobre todo la FSH, son utiles en el
diagnéstico del hipogonadismo por fallo gonadal.
El uso del test de GnRH en el diagndstico de la pu-
bertad retrasada esté limitado por el solapamiento
de valores entre el retraso constitucional y el hipo-
gonadismo hipogonadotropo idiopatico y por ello
es muy importante el seguimiento clinico.
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Abstract

Precocious puberty is clinically defined and the
diagnosis is based on the demonstration of increa-
sed sex steroids levels and on the study of the hy-
pothalamus-pituitary-gonadal axis. GnRH test is the
gold standard for the diagnosis of central preco-
cious puberty but there is controversy regarding the
peak LH level that defines activation of the gona-
dostate and progression of puberty. Delayed puber-
ty is caused by different etiologies. Basal gonado-
tropin levels, specially FSH, are useful in the
diagnosis of hypogonadism due to gonadal failure.
The use of GnRH test in the diagnosis of delayed
puberty is limited by the overlap between constitu-
tional delayed of puberty and idiopathic hypogona-
dotropic hypogonadism and therefore clinical follow
up is mandatory.

Key Words. Precocious puberty. Delayed puberty.
Gonadotropins

La pubertad es una fase biol6gica compleja del de-
sarrollo humano que lleva a la adquisicion de la ma-
durez sexual completa y supone el periodo de tran-
sicion que va desde la infancia hasta la edad adulta.
En dicha fase se desarrollan los caracteres sexua-
les secundarios, se obtiene la maduracion sexual
completa alcanzandose la fertilidad y capacidad
reproductiva. Ademas, se producen cambios en la
composicion corporal, un rapido incremento de la
estatura hasta alcanzar la talla adulta y se originan
importantes cambios en la esfera psicoemocional.
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Desde hace varias décadas, se ha propuesto que
el fendmeno final clave que pone en marcha la pu-
bertad es el aumento en la secrecion y la pulsatili-
dad de hormona hipotalamica liberadora de gona-
dotropinas (GnRH) por parte de las neuronas
hipotalamicas y secundariamente de las gonado-
tropinas hipofisarias, LH y FSH, que van a ser las
responsables de la estimulacion de la produccion
de los esteroides gonadales que van a provocar el
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios.
Este proceso requiere un eje hipotalamo-hipofiso-
gonadal intacto, tanto funcional como anatémica-
mente, y cualquier agente que interfiera sobre este
eje puede determinar un dafio temporal o perma-
nente en la secuencia puberal y/o en la funcién re-
productiva (-4,

Pubertad precoz

La aparicion de los caracteres sexuales secunda-
rios se considera normal cuando se desarrolla entre
los 8 y los 13 afos en la mujer y entre los 9y 14 en
el varon. La mejor manera de conocer la secuencia
puberal es mediante la realizacion de estudios lon-
gitudinales que permitan saber con exactitud la se-
cuencia y cronologia de este periodo del desarrollo
humano ©. Se define pubertad precoz como aque-
lla que se inicia a una edad inferior a — 2,5 desvia-
ciones estandar de la media poblacional y el limite
internacionalmente aceptado es de 8 afios para la
mujer y de 9 anos para el varon. Desde un punto de
vista fisiopatolégico, se conocen 3 formas de pu-
bertad precoz ©.

e  Pubertad Precoz Central (PPC). Algunos auto-
res la denominan también pubertad precoz ver-
dadera. Es aquella dependiente de la activa-
cion completa del eje hipotalamo hipofiso
gonadal, es decir, dependiente de gonadotro-
pinas. Existe una activacion precoz de la libera-
cion de hormona liberadora de gonadotropinas
y, por ende, de FSH y LH. Es la causa mas fre-
cuente de pubertad precoz y es siempre iso-
sexual.

e Pubertad Precoz Periférica (PPP). Es aquella
que resulta de la exposicion a esteroides se-
xuales, sean éstos de origen gonadal o0 no, sin
objetivar elevacion de gonadotropinas y por
ello se considera independiente de la activa-
cion del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal. Pue-
de ser isosexual 0 no, y ser, entonces, virilizan-
te o feminizante.

e Pubertad Precoz Mixta. Se produce cuando la
maduracion del eje hipotalamo hipofisario ocu-
rre tras el estimulo de cualquier pubertad pre-
coz de causa periférica, produciéndose secun-
dariamente una pubertad precoz central.

Diagnédstico de pubertad precoz: utilidad de
las determinaciones hormonales

Ante un paciente con sospecha de pubertad pre-
coz (aparicion de caracteres sexuales secundarios
con aceleracion de la velocidad de crecimiento y
de la edad 6sea), se dispone de una serie de prue-
bas complementarias que pueden ser de utilidad
para el diagnoéstico diferencial entre PPC y PPP asi
como de otras variantes de la normalidad como la
telarquia precoz. La determinacion de estradiol y
gonadotropinas (FSH, LH), basales y tras estimulo
con GnRH (100 pg/m? iv), son las herramientas pri-
mordiales para el diagndéstico de una PP. En la PPC
se debera demostrar la existencia de una activa-
cion del gonadostato que determina una elevacion
de los esteroides gonadales y en la PPP habra una
inhibicion o inactivacion del gonadostato a pesar
de la produccion de esteroides.

El test de GnRH es la prueba oro aunque existe
controversia sobre el punto de corte de LH a partir
del cual se considera diagnostico de pubertad pre-
€Oz y No existe un consenso en la comunidad cien-
tifica al respecto. Asi, distintos trabajos han mostra-
do unos niveles pico de LH para considerar PPC
que oscilan entre 3,3 y 15 U/I. Esta variabilidad en-
tre los distintos estudios puede estar mediada por
factores raciales, diferencias en el tamafio muestral,
asf como por el método utilizado (Tabla 1). Cambios
en el punto de corte del pico de LH condicionan
cambios en la sensibilidad y especificidad de la
prueba. A partir de los 2 afnos de edad, se conside-
ra la existencia de una activacion central de la pu-
bertad cuando la respuesta de LH en la prueba de
estimulacion con GnRH de la LH alcanza un pico
mayor a 7 Ul/L y es superior al pico de FSH; segun
los estudios oscilaria el punto de corte entre 5 Ul/L
y 8 UI/L en funcién del método utilizado para deter-
minar los niveles de LH. En la primera infancia, los
niveles de gonadotropinas y de esteroides gonada-
les (testosterona y estradiol) deben ser siempre in-
terpretados con cautela debido a que pueden estar
elevados por la minipubertad fisioldgica y por ello
para nifios menores de 2 anos el punto de corte se
establece en 10 UI/L 79,

Si no se dispone de GnRH, algunos autores propo-
nen el uso de acetato de leuprolide (analogo de
GnRH); se administra de forma subcutanea a la do-
sis de 20 mcg/kg con un maximo de 500 mcg y se
realiza la determinacion de LH a las 2 horas de ma-
nera que un pico superior a 9,7 Ul/L seria indicativo
de activacion central del gonadostato (9. Para otros
autores y bajo este mismo protocolo, la determina-
cion de LH 30 minutos tras la administracion del
analogo del GnRH es util para identificar una PPC y
niveles por encima de 9,2 Ul/L seria indicativos de
PPC mientras que niveles inferiores a 4,9 Ul/L indi-
carian un eje prepuberal; niveles intermedios serian
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Tabla 1. Niveles de corte de LH basal y tras
estimulacion para el diagnéstico de la PPC ©9),

Autor Método LH Basal| GnRH LH pico

) 15 (M)

Oerter KE, 1990 RIA ND 100 pg iv 25(V)
Cavallo A, 1995 | IRMA ND 100 pg iv 15
Neely EK, 1995 | ICMA 0,15 100 pg iv 5,0
Eckert KL, 1996 | ICMA ND 100 pg iv 8,0

. -1 6,9(m)

Brito VN, 1999 IFMA 0,6 100 pg iv 9.6 (v)
Brito VN, 2004 IFMA 0,6 AL 3,75mg| 10,0
ICMA 0,83 ND ND
Houk CF. 2009 1 \oya | 1,08 ND ND
Pasternak, 2012 | ICMA 0,1 100 pg iv 49
Sathasivam, 2010| ICMA 0,3 AL 20 5,0

pg/kg sc

ICMA | 02 | 100 ugiv ;31 ((,\‘;l))

Resende E, 2007 3’3 )

IFMA 0,6 100 pg iv 42 (M)

Lee P, 2013 ECLIA 0,1 100 pgiv | 5,0 (M)
. IFMA ND TR sc 7,0
Freie AV, 2013 | colia - nD TR sc 8.0
Bizarri C, 2014 ICMA >0,2 100 pg iv 5,0

ICMA: inmunoquimioluminiscencia. IFMA: inmunofluo-
rescencia. ECLIA: electroquimioluminiscencia. SC:
subcutaneo. IRMA: inmunoradiométrico IV: intraveno-
so. M: mujeres. V: varones. ND: no disponible. AL: ace-
tato de leuprolide. TR: triptorelina (0,1 mg/m2/maximo
0,1 mg). LH: UI/L.

indicativos de una minima activacion del gonados-
tato y en ellos seria necesario realizar un segui-
miento clinico (1.

En los ultimos afios y gracias al avance en las técni-
cas que cuantifican las gonadotropinas basales
con ensayos de tercera generacion con anticuer-
pos monoclonales tales como inmunofluorescencia
(IFMA), inmunoquimioluminiscencia (ICMA) y elec-
troquimioluminiscencia (ECLIA), ha surgido el de-
bate sobre la utilidad de la LH basal como método
de cribado de PPC sin necesidad de realizar un test
de estimulo de GnRH que es mas molesto para el
paciente y mas costoso econdémicamente (279, Es-
tos métodos novedosos disponen de mayor sensi-
bilidad para la deteccion de valores muy bajos y
son capaces de diferenciar cambios tan sutiles
como 0,1 Ul/L. A pesar de ello sigue siendo muy
dificil diferenciar nifios/as prepuberales de aquellos
que ya han iniciado la pubertad por el gran solapa-

miento de los valores, especialmente con los nifios/
as en estadio Tanner Il. Es necesario conocer la me-
todologia que se usa en la determinacion de las go-
nadotropinas ya que se han demostrado niveles
basales y pico de LH diferentes en varones y muje-
res para diferenciar un estadio puberal de una fase
prepuberal en funcién del ensayo (7. La sensibili-
dad de los niveles basales de LH para el diagnosti-
co de PPC varfa entre el 60% y el 100%% en fun-
cion del nivel de corte y del método utilizado.
Niveles basales de LH por encima de 0,6 Ul/L
(IFMA) o de 0,3 Ul/L (ICMA, ECLIA) son considera-
dos puberales, si bien unos valores basales en ran-
go prepuberal no excluyen diagndstico de una PPC
®17) Harrington et al proponen un punto de corte de
LH basal > 0,3 Ul/L para el diagnéstico de pubertad
precoz central y Unicamente realizar un test de esti-
mulo con GnRH en aquellas pacientes con LH <0,2
UI/L que a los 3-6 meses de observacion muestren
una progresion clinica de la pubertad (4. Houk et al
han propuesto la determinacion de LH basal y pro-
ponen un punto de corte de 1 Ul/L, de modo que
solamente los pacientes que tuvieran un valor infe-
rior a 1 Ul/L serian sometidos a un test de GnRH (9,
En este mismo estudio se presentan los resultados
con un ensayo diferente y se estable un punto de
corte de 0,83 UI/L. En base a este estudio Unica-
mente se propone realizar un test de GnRH en
aquellas pacientes donde existe desacuerdo entre
los criterios clinicos de desarrollo puberal y los va-
lores basales de LH. El nivel basal de FSH no es de
utilidad para establecer un diagndstico de posible
PPC, ni tampoco la ratio LH/FSH, pero cuando sus
niveles estan suprimidos sugieren altamente una
PPP.

Se han realizado estudios con el intento de correla-
cionar los hallazgos clinicos y analiticos para anali-
zar si el comportamiento de las PPC organicas di-
fiere de las formas idiopaticas. Aunque existan
diferencias analiticas, es imposible descartar una
lesion del SNC en un paciente determinado sin rea-
lizar una neuroimagen ('®. Igualmente, no es posible
diferenciar una telarquia precoz idiopatica de una
PPC en nifias por debajo de 3 afios en base Unica-
mente a los niveles de LH, basales o tras un test de
estimulacion, y es necesario correlacionar los ha-
llazgos clinicos, analiticos y ecograficos. Posible-
mente la combinacion de una determinacion de LH
basal (> 0,2 Ul/L) y la medida del fondo uterino (>
34 mm) sean los parametros que mejor identifiquen
aquellas nifias a riesgo de desarrollar una PPC y en
las que habria que realizar un test de estimulacion
con GnRH, pero siempre asegurando un control cli-
nico que es obligatorio en estas pacientes 1.

Los valores de testosterona son de enorme utilidad
en el diagnostico de PP en el vardn, pero no permi-
ten diferenciar entre una PPC y una PPP y para ello
se deberé estudiar el eje hipotalamo hipofisario; ni-
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veles por encima de 0,5 ng/ml son indicativos de
pubertad. Por el contrario, la cuantificacion de
17-b-estradiol en nifias presenta escasa sensibili-
dad, ya que valores normales no descartan una PP.
Por el contrario, niveles muy elevados de estradiol
se encuentran en caso de tumores ovaricos y su-
prarrenales productores de estrogenos y en casos
de quistes ovaricos.

Los andrégenos suprarrenales (DHEA-s, andros-
tendiona y 17-OH-progesterona) son utiles en el es-
tudio de PPP de origen suprarrenal; una elevacion
de 17 OH progesterona basal por encima de 2 ng/
ml indica la necesidad de realizar un test de ACTH
para descartar una forma no clasica de déficit de
21 hidroxilasa y una elevacion de DHEA-s superior
a 700 mcg/dl en un nifio en edad prepuberal es al-
tamente sugestivo de tumor suprarrenal.

La determinacién de b-HCG (fraccién b de la gona-
dotropina coriénica humana) es de utilidad como
marcador tumoral en casos de PPP secundario a un
tumor germinal productor 21,

Pubertad retrasada

Se entiende por comienzo tardio de la pubertad la
ausencia de cualquier signo de pubertad a una
edad superior a 2,5 SDS de la media. Desde el pun-
to de vista practico, se considera un retraso puberal
cuando el varén no ha alcanzado un volumen testi-
cular de 4 ml alos 14 afios y la mujer no ha iniciado
el desarrollo mamario a los 13 afios de edad. La
pubertad no progresiva o detenida se caracteriza
por la ausencia de progresion de los caracteres se-
xuales desde un estadio puberal intermedio duran-
te al menos dos afios. Se considera que existe un
desarrollo incompleto de la pubertad cuando trans-
curren méas de 5 afios entre los primeros signos de
pubertad y el desarrollo genital completo en el va-
ron y la menarquia en la mujer. Amenorrea primaria
indica la ausencia de la menarquia a los 16 afios de
edad y se entiende por amenorrea secundaria a la
ausencia de menstruaciones tras la existencia de
sangrado uterino previo durante 6 meses o tras un
periodo de tiempo igual a tres ciclos previos 2.

La pubertad retrasada se puede clasificar en tres
grandes grupos: el primer grupo corresponde al re-
traso constitucional del crecimiento y el desarrollo,
también conocido como retraso constitucional de la
pubertad (RCP). Es una variante de la normalidad
consistente en un trastorno temporal de la secre-
cion de gonadotropinas y esteroides sexuales por
retraso madurativo. El segundo grupo es el del hi-
pogonadismo producido por insuficiencia hipotala-
mo-hipofisaria con secrecién deficiente de gonado-
tropinas, por lo que se denomina hipogonadismo
hipogonadotropo, que puede ser funcional o per-

manente. El tercer grupo lo constituye el hipogona-
dismo producido por insuficiencia gonadal prima-
ria, en el que las gonadotropinas muestran
concentraciones elevadas en plasma debido a la
pérdida del retrocontrol negativo, denominandose

por dicho motivo hipogonadismo hipergonadotropo
(23,24)

Diagndstico de pubertad retrasada: utilidad
de las determinaciones hormonales

Antes de realizar un estudio hormonal debe reali-
zarse una historia clinica dirigida y se ha de investi-
gar sobre pubertad retrasada o anormal en padres
y hermanos, edad de la menarquia materna, modo
de madurar paterno, tallas, existencia de hipogona-
dismos, infertilidad o anosmia en otros miembros
de la familia y consanguinidad. El examen fisico
incluye la exploracion fisica general, genital y auxo-
|6gica, ademas del estudio de la maduracion dsea.
Inicialmente son recomendables ciertos examenes
basicos como una bioguimica general hormonas ti-
roideas, prolactina y estudio del eje hipotalamo-hi-
pofisario. En muchas ocasiones es muy dificil reali-
zar un diagnostico diferencial de todas las causas
de retraso puberal con criterios clinicos por lo que
es necesario recurrir a las pruebas complementa-
rias (¢526),

El nivel sérico de gonadotropinas teéricamente de-
fine el hipogonadismo hipogonadotropo e hipergo-
nadotropo al estar disminuido y aumentado, res-
pectivamente. No obstante, el valor de su deter-
minacion depende de la edad o periodo en que se
realice y de la intensidad del trastorno. Asi, en el
lactante existe un periodo inicial tras el nacimiento
en que el eje hipotalamo-hipofiso-gonadal esta acti-
vado, periodo conocido como minipubertad. En la
adolescencia, las determinaciones basales de go-
nadotropinas tienen un valor limitado a la vista de
las fluctuaciones que reducen el valor discriminato-
rio entre prepuberales y puberales. En la actualidad
existen técnicas ultrasensibles que permiten una
medida exacta de LH y FSH séricas. En el hipogo-
nadismo hipogonadotropo se observan valores muy
bajos o indetectables en las formas severas, mien-
tras que dichos valores pueden ser normales en las
formas parciales %527,

En el sexo masculino, un valor sérico de testostero-
na basal es detectable en los nifios normales du-
rante la lactanciay la pubertad, pero los valores son
bajos durante la época prepuberal. Cuando el volu-
men testicular alcanza 8-10 ml, ese nivel aumenta
por encima del intervalo prepuberal y su determina-
cion es esencial para la investigacion del hipogona-
dismo al final de la adolescencia y en la edad adul-
ta. En el hipogonadismo la testosterona total esta
baja y a menudo el nivel de testosterona libre esta
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mas descendido debido al aumento de la proteina
transportadora de las hormonas sexuales (SHBG).
En las formas parciales de hipogonadismo los nive-
les de testosterona pueden estar en el limite inferior
de la normalidad @9,

En el sexo femenino, el nivel plasmatico de 17-b-
estradiol en nifias normales sufre un incremento ra-
pido desde el nacimiento hasta el quinto dia de
vida, relacionado con un origen materno o placen-
tario. Los niveles bajos que se encuentran con pos-
terioridad indican ausencia de actividad gonadal
hasta la pubertad, por lo que su determinacion en
edad prepuberal tiene escasa utilidad diagnostica.
A partir de la pubertad, el nivel sérico basal esta
descendido en ambos tipos de hipogonadismos.

La realizacion del test de GnRH permite evaluar la
integridad del eje y valorar su respuesta, que es do-
sis dependiente y variable con la edad de manera
que en ninos normales con una edad 6sea superior
a 10-11 afos se demuestra un incremento significa-
tivo de la respuesta. En condiciones normales, un
bolo iv de 100 pg permite obtener una respuesta de
LH multiplicada por 3-6 veces con respecto al nivel
sérico basal, y de 1,5 a 2 veces el de la FSH. Pro-
porciona informacion sobre la cantidad de gonado-
tropinas disponibles en los depdsitos de liberacion
inmediata y de la capacidad de las células gonado-
tropas para sintetizar nuevas moléculas de gonado-
tropinas, de manera que los pacientes con RCP
presentan una respuesta mas intensa que los pa-
cientes con hipogonadismo hipogonadotropo (HH).
La respuesta al test de GnRH en el hipogonadismo
hipogonadotropo es nula pero en funcién del nivel
de afectacion (hipotalamico o hipofisario) y de la
severidad del mismo, se observan respuestas va-
riables. La variabilidad en la respuesta observada
ha llevado a que en la practica diaria muchas veces
esta prueba no permita diferenciar estas dos situa-
ciones. Como grupo, los adolescentes con HH tie-
nen unos niveles de respuesta inferior al RCP, pero
hasta el 30% de los pacientes pueden tener res-
puestas muy semejantes. En el diagndstico del hi-
pogonadismo hipergonadotropo no suele ser nece-
sario puesto que estan elevados los niveles basales
de gonadotropinas, especialmente los de FSH 26:29),

El test de hCG, restringido al sexo masculino, mide
la respuesta de testosterona por estimulacion de las
células de Leydig y, de esta forma, valora la funcion
testicular. Se asume que los pacientes con RPC
muestran una respuesta positiva y ausente o débil
en los HH. Se conocen diferentes protocolos en
cuanto a dosis y tiempos de extraccion de testoste-
rona lo que hace que los estudios sean dificilmente
comparables®. El test de GnRH cuando se combi-
na con un test de hCG (medicién de testosterona a
los 3 y 19 dias), ofrece una mayor significacion
diagndstica con una sensibilidad y especificidad

del 100%, describiéndose en el hipogonadismo hi-
pogonadotropo una respuesta significativamente
inferior al compararla con individuos con retraso
puberal constitucional ¢,

Muchas veces es dificil realizar el diagnoéstico dife-
rencial entre el retraso puberal constitucional y el
hipogonadismo hipogonadotropo idiopatico (HHI) y
existen situaciones en las que ni las determinacio-
nes basales de LH y FSH, ni el test de LHRH, ni las
determinaciones de testosterona basal o tras hCG
aclaran el problema. Se han utilizado modificacio-
nes del test de GnRH convencional administrando
GnRH en infusién iv durante 4 horas o mediante la
administracion de bolos repetidos para diferenciar
la ausencia de respuesta, propia del HHI, de una
respuesta positiva en el RPC @9, También se han
utilizado diferentes analogos de GnRH como agen-
te estimulador de la liberacion de gonadotropinas
como naftarelina, triptorelina o leuprolide con dife-
rentes resultados; la falta de validacion de los resul-
tados obtenidos en series pequefias ha limitado
mucho su aplicacion. La secrecion pulsatil de go-
nadotropinas durante el suefio puede ser de utili-
dad. Los nifios con retraso puberal muestran una
secrecion pulsatil de LH cuando alcanzan una edad
6sea de 11 afios, no asf en los HHI, si bien con mé-
todos ultrasensibles se han detectado pulsos de LH
de baja amplitud en los HHI. También se ha postula-
do que una simple medida del nivel sérico basal de
FSH puede ayudar a diferenciar un RPC del HHI ya
que cuando dicho nivel es inferior a 1,2 UI/L en los
varones es altamente predictivo de HHI ., En rela-
cion a los niveles de LH un estudio indica que unos
niveles superiores a 0,65 UI/L excluiria el diagndsti-
co de HHI, si bien formas parciales de hipogonadis-
mos no podrian ser identificados con este punto de
corte.

En el vardn, las determinaciones de inhibina By de
hormona antimulleriana son Utiles para determinar
la presencia y funcion de las células de Sertoli du-
rante la infancia y la época prepuberal. En la actua-
lidad, pueden servir de ayuda al estar disminuidas
en los hipogonadismos y no asi en nifos con retra-
so puberal simple constitucional. La determinacion
basal de inhibina B puede ayudar a realizar el diag-
nostico diferencial de modo que unos niveles infe-
riores a 35 pg/ml en varones con un volumen testi-
cular igual o inferior a 3 ml orienta hacia un
hipogonadismo hipogonadotropo. La determina-
cion de la hormona antimulleriana ha mostrado te-
ner menor sensibilidad y especificidad 334,

A pesar de todas las pruebas comentadas, no exis-
te en la actualidad ningun procedimiento totalmente
eficaz que permita distinguir con certeza estas dos
situaciones y en ocasiones ello sélo se podra reali-
zar mediante la observacion clinica y analitica a lo
largo del tiempo 73539,
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Resumen

El radiodiagnostico tiene un papel destacado en el
estudio de la patologia endocrinolégica en Pedia-
tria. Los estudios de imagen se incluyen entre las
pruebas complementarias necesarias para el diag-
noéstico de diferentes entidades clinicas, entre ellas
los trastornos de la pubertad. El esquema diagnos-
tico para el estudio de la patologia puberal destaca
a la radiografia de la mano y mufieca entre las prue-
bas complementarias iniciales que deberian reali-
zarse ya que permite evaluar la edad dsea, elemen-
to relevante en el manejo clinico y terapéutico de
estos pacientes. En pasos posteriores del procedi-
miento diagndstico otras pruebas de imagen como
la ecograffa y la resonancia magnética son Utiles
para precisar el diagnostico etiolégico. Asimismo,
en los casos que requieren tratamiento son funda-
mentales para el seguimiento clinico. En esta revi-
sion breve se abordaran algunos aspectos relacio-
nados con las caracteristicas e importancia que
tienen los estudios de imagen en la valoracion de la
patologia puberal.
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Abstract

The radiodiagnosis plays an important role in the
study of endocrinological pathology in Pediatrics.
The imaging studies are included among the com-
plementary tests necessary for the diagnosis of di-
fferent clinical entities, including puberty disorders.
The diagnostic scheme in the study of pubertal
pathology shows the X-ray of the hand and wrist
between the initial complementary tests that should
be performed. It allows the evaluation of the bone
age and it is also an important element of analysis
for the clinical and therapeutic management. Sub-
sequent steps of the diagnostic procedure include
other imaging tests such as ultrasound and magne-
tic resonance that are essential to determine the
etiological diagnosis. In addition all these studies
are fundamental for the clinical follow-up, particu-
larly if the patient require treatment. In this short re-
view we will discuss some aspects related to the
characteristics and importance of imaging studies
in the evaluation of pubertal pathology.

Key Words: Puberty, radiology, imaging tests, bone
age, ultrasonography, magnetic resonance, diagno-
sis, precocious puberty, delayed puberty, pubertal
pathology
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INTRODUCCION

El radiodiagnostico tiene un papel destacado en el
estudio de la patologia del sistema endocrino en
Pediatria. Las pruebas de imagen se incluyen entre
los estudios complementarios de uso habitual en la
practica clinica en diferentes estrategias y algorit-
mos diagndsticos como es el caso del estudio de la
patologia puberal. En la figura 1 se presenta un es-
quema general para la evaluacion de la pubertad
precoz y pubertad retrasada en el que se puede
apreciar la importancia que tienen, a pesar de los
grandes avances tecnolégicos de los ultimos afos,
la realizacion de una historia clinica completa y una
exploracion fisica exhaustiva que incluya un ade-
cuado analisis auxoloégico, como paso previo a la
solicitud de pruebas complementarias de laborato-
rio y radiologicas, con el objetivo de realizar una
aproximacion diagnostica precisa. Entre las prue-
bas las radioldgicas destaca como parte de los es-
tudios iniciales la radiografia de la mano y mufieca,
fundamental para la evaluacion de la edad ésea y
luego, ya en etapas posteriores del procedimiento
diagndstico se incluyen la ecografia y la resonancia
magnética (RM), importantes para precisar la etio-
logia del cuadro clinico. Ademas, las pruebas de

imagen no solo aportan informacién relevante de
cara al diagnéstico, sino que son necesarias en el
seguimiento del paciente, especialmente en aque-
llos que requieren tratamiento (-5,

El estudio radiografico de uso habitual por su acce-
sibilidad y moderada complejidad para su interpre-
tacion es la radiografia de mano y mufieca. Con ella
se obtiene una idea aproximada de la maduracion
osea, un elemento basico en el analisis de la evolu-
cion del crecimiento y la pubertad y, por ende, una
herramienta esencial entre los estudios comple-
mentarios necesarios en el esquema diagnostico
de la patologia puberal e incluso, como ya se co-
mento, en el seguimiento terapéutico. Otro estudio
de imagen de uso frecuente para el diagndstico y
control de la patologia puberal es la ecografia de
abdomen y pelvis, especialmente el ultrasonido
pélvico que permite valorar las caracteristicas de
los érganos sexuales femeninos y, por lo tanto, es
un estudio Util para el diagnéstico de la PPC (Puber-
tad Precoz Central) y mas aun para el de la PPP
(Pubertad Precoz Periférica). También aporta infor-
macion en el estudio de la pubertad retrasada y, en
el varon, permite evaluar las caracteristicas y tama-
Ao testicular. Ademas, dada a la asociacion obser-

Figura 1. Estudio y pruebas complementarias de uso habitual en el estudio de la pubertad precoz y puber-

tad retrasada. Pruebas de imagen

Pubertad Precoz

Valoracién Inicial:

» Historia clinica. Exploracion Fisica. Auxologia incluyendo
velocidad de crecimiento.

+ Edad dseac

* Hormonas basales: LH,FSH, estradiol, testosterona DHEA-S,
17- hidroxiprogesterona, 11-desoxicortisol, TSH, T4

Otras pruebas complementarias a considerar para precisar el
diagnéstico etiolagico

* Ecografia pelvise
* RMN cerebral e
+ B-hCG

Prueba de estimulacion con leuprolide o GnRH
Prueba de estimulacion con ACTH
Estudio genético

Pubertad Retrasada A

Valoracién Inicial:

» Historia clinica. Exploracion Fisica. Auxologia incluyendo
velocidad de crecimiento.

+ Edad dsea o

» Hematologia completa, VDG, PCR, bioguimica general renal
v hepatica.

* Marcadores enfermedad celiaca

» Hormonas basales: LH,F5H, estradiol, testosterona, TSH, T4,
IGF1, IGFBP3

Otras pruebas complementarias a considerar para precisar el
diagnéstico etiolégico

« Cariotipo

* RMN cerebral =

* Ecografia pelvis o

Prueba de estimulacion con leuprolide o GnRH
Estudio genético
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vada entre lesiones del sistema nervioso central
(especialmente de la region hipotalamo hipofisaria)
y los trastornos de la pubertad, los estudios de ima-
gen que permitan su visualizacion como la RM o
incluso la TAC (tomografia axial computarizada) son
parte del esquema diagnoéstico que deberia consi-
derarse en el analisis de la patologia puberal. La
TAC, por ejemplo, puede revelar calcificaciones
que comunmente se observan en los craneofarin-
giomas, una causa de disfuncion hipofisaria que
causa PPC. No obstante, el estudio mas apropiado
para visualizar lesiones del sistema nervioso central
(SNC) es la RM; que tal como se sefiala en la figura
1 esta incluida entre las pruebas complementarias
requeridas en la estrategia diagnéstica de los tras-
tornos de la pubertad, especialmente en los casos
de pubertad precoz 9,

En esta revision se abordaran algunos aspectos re-
lacionados con las caracteristicas e importancia
que tienen los estudios de imagen en la valoracion
de la patologia puberal.

1. EDAD OSEA. LA RADIOGRAFIA DE LA
MANOY MUNECA

La valoracion de la madurez esquelética es un pro-
cedimiento de rutina en todos los departamentos
de radiologia pediatrica. Los pediatras y, en espe-
cial, los endocrindlogos pediatras consideran que
la evaluacion de la edad 6sea (EO) mediante una
radiografia de mano y mufieca es un método Util en
la préactica clinica que refleja la edad bioldgica del
nino; con la importancia que esto conlleva en el
analisis del desarrollo normal y el estudio de la pa-
tologia relacionada con el crecimiento y la puber-
tad © 7,

De hecho, muchos parametros que se utilizan en el
analisis del crecimiento como la velocidad de creci-
miento, la masa mineral 6sea y la menarquia, en las
nifias, correlacionan mucho mejor con la edad 6sea
que con la edad cronolégica (EC). Una edad 6sea
retrasada se observa en el retraso constitucional de
crecimiento, en la deficiencia de hormona de creci-
miento, en el hipotiroidismo, en la desnutricion y en
las enfermedades crénicas en general. Sin embar-
go, la EO esta adelantada con respecto a la crono-
|6gica cuando el paciente ha tenido una elevacion
prolongada y sostenida de los niveles de esteroides
sexuales, como ocurre en la hiperplasia suprarrenal
y en la pubertad precoz. Aunque también se puede
observar un cierto adelanto madurativo 6éseo en ni-
nos de talla alta, en el sobrepeso y obesidad o en la
adrenarquia prematura. También cuadros clinicos
sindrémicos que cursan con hipercrecimiento como
el sindrome de Sotos, el sindrome de Beckwith-Wie-
demann y el sindrome de Marshall-Smith se aso-
cian con una EQO significativamente avanzada © 7).

1.1 Aspectos técnicos y metodoldgicos

La dosis de radiacion efectiva recibida por un nifio
para obtener una radiografia para una evaluacion
de la EO es menor de 0,00012 mSy, lo que equival-
dria a menos de 20 minutos de radiacion natural o a
2 minutos de la recibida en un vuelo transatlantico.
No obstante, también hay que recordar que en la
ecuacion para el analisis de la dosis de radiacion
recibida hay que tomar en cuenta la susceptibilidad
del tejido en el area expuesta, ya que algunos lo
son Mas que otros y se expresa con el factor de
ponderacion del tejido, que para piel es 0,02, para
la superficie del hueso es 0,05 y para la médula
6sea es 0,5. La combinacién de dosis y area (alre-
dedor del 3% del area de superficie corporal) da
como resultado la dosis efectiva de una radiografia
mano-mufieca. Un calculo conservador resulta en
un riesgo de mortalidad a 40 afios de 5,1 x 10®para
una radiografia de mano en un adolescente toman-
do como base una dosis de 0,00015 mSv. Por lo
tanto, ya sea en la actividad clinica o de investiga-
cion, el riesgo es minimo @,

A partir de 1.898 se han publicado diferentes estu-
dios dirigidos a la lectura e interpretacion de la ma-
duracion 6sea, aunque la mayoria de ellos se ca-
racterizan por comparar la radiograffa de mano y
mufieca del paciente con diferentes estandares,
valorando y promediando la madurez de varios
huesos, seguida de la designacion de la EO. Su de-
terminacion se efectla mediante la comparacion,
bien sea por el radiélogo o por el médico solicitan-
te, de la forma y el tamafio de los huesos de la mu-
fleca y mano con una serie radiografica estandari-
zada y evolutiva representativa del desarrollo
esquelético. De ellos, los de uso méas frecuente son
el atlas radiografico de Greulich y Pyle (G&P) y otro
que utiliza un método de puntuacion disefiado por
Tanner y Whitehouse (TW) 2. 7-13),

El atlas de Greulich y Pyle © presenta dos series de
radiografias de la mano y mufieca izquierda, de va-
rones y nifas respectivamente. De tal manera que
este método permite comparar la radiografia del
paciente con un catélogo de imagenes radiografi-
cas de referencia, cada una de las cuales corres-
ponde a una edad dsea y sexo. En la figura 2 se
observan dos radiografias extraidas de este atlas,
ambas similares en sus caracteristicas éseas, co-
rrespondientes a una nifia de 11 afios y a un varon
de 13 afios.

Aungue para su manejo es necesaria cierto grado
de experiencia para tener la capacidad de recono-
cer en la radiografia los indicadores de madurez, la
ventaja indudable del método de G&P es su senci-
llez e incluso rapidez para la interpretacion en la
propia consulta clinica. Los autores recomiendan
que primero se valore globalmente la radiografia y
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Figura 2. Imagenes de radiografias de mano y mufieca izquierda del atlas de Greulich y Pyle.

A) EO: 13 afios
varon

B) EO: 11 afios.
mujer

A) Edad 6sea de 13 afios en un varén. B) Edad ésea de 11 afios en una nifia. Observe la similitud entre ambas
imagenes que corresponden con el inicio de la pubertad en varones (A) y en mujeres (B). La flecha en ambas
imagenes sefiala el hueso sesamoideo que suele visualizarse a partir de esas edades 6seas coincidiendo con el

inicio de la pubertad.

que después se analicen los indicadores de madu-
rez de 30 huesos de la mufieca y mano (epffisis del
cubito y del radio, huesos del carpo y epffisis de los
metacarpianos, asi como las falanges de los cinco
dedos). El promedio de la puntuacién obtenida se-
riala EO. La realidad, sin embargo, es que la mayo-
ria de los usuarios inspeccionan solo algunos de
estos o visualizan y comparan la radiografia del pa-
ciente con las del atlas de manera global. En el
caso de un observador experimentado que haga el
analisis de manera general en el 95% de los casos
la EO estimada estarfa alrededor de + 6 meses la
edad real 79,

El método de Tanner y Whitehouse publicado en
1962 (TW1) y modificado en 1975 (TW2) tiene tam-
bién adeptos, especialmente entre los endocrindlo-
gos pediatras. Se basa en la aplicacion de puntajes
a los indicadores de madurez observables en los
huesos individuales de la mano y la mufieca. Exis-
ten tres modalidades de valoracion: TW2 que anali-

za y puntia 20 huesos (epifisis del cubito y el radio,
huesos del carpo excepto el pisiforme, metacarpia-
nos y falanges del 1, 3 y 5 dedos), TW-carpo que
valora unicamente los huesos del carpo y el método
TW-RUS que evalta y puntia 13 huesos (epifisis
del cubitoy del radio, 1, 3, y 5 metacarpiano y falan-
ges proximales, medias y distales del pulgar, 3y 5
dedos). La EO se calcula a partir de la suma de los
puntajes. De todas ellas la modalidad TW2-RUS es
la mas utilizada, aunque su aplicacion consume
mucho mas tiempo comparado con la forma en que
la mayoria de los médicos y radidlogos usan el atlas
de G&P (101215 En 2001 se publicd el método Tan-
ner-Whitehouse 3 (TW3) que actualiza la relacion
entre el puntaje total de madurez é¢sea y la tenden-
cia secular (1. 1217),

Estos métodos y otros menos utilizados requieren
de un entrenamiento por parte del lector para ami-
norar los errores intra e interobservador. Por ejem-
plo, un estudio reciente encontrd un error estandar
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de 0,55 afos entre las lecturas de un grupo de 5
endocrindlogos pediatras y un error estandar de
0,61 afos entre 7 radidlogos .

De hecho, los avances en computacion e informéati-
ca, ademas de los progresos que en general se es-
tan dando en el campo de las imagenes en medici-
na, hace que la evaluacion de la EO a través de
métodos automatizados resulte francamente atrac-
tiva. CASAS (computer-assisted skeletal systems),
Bone Expert, CASMAS (computeraided skeletal
maturity system) son algunos de estos métodos en
estudio. En Dinamarca se ha desarrollado un soft-
ware conocido como BoneXpert (figura 3) que en la
actualidad es el unico sistema para uso clinico en
Europa. Este método reconstruye, a partir de las ra-
diografias de la mano, los bordes de 15 huesos au-
tomaticamente y luego calcula las edades Oseas
"intrinsecas" de los 13 huesos (radio, cubito y 11
huesos cortos). Finalmente, transforma las edades
6seas “intrinsecas” en la edad 6sea de Greulich y
Pyle o Tanner-Whitehouse. ElI método de recons-
truccion ¢sea rechaza automaticamente imagenes

Figura 3. Imagen representativa del método auto-
matizado BoneXpert.

Radiografia de la mano izquierda que muestra la de-
teccion automatica de los contornos del radio distal, el
cubito, los metacarpianos y falanges. A cada uno de
los huesos que evalua el sistema se le asigna un
valor y el célculo de la media resultante se informa
como edad osea.

con una morfologia ésea anormal o una calidad de
imagen muy baja. La ventaja obvia del uso de este
software basado en la interpretacion de la edad
6sea de manera automatizada es la ausencia de
variacion entre lecturas. Esto podria significar una
mejora significativa de la calidad de la valoracion
de la EO sobretodo en estudios multicéntricos. No
obstante, tiene el inconveniente de que si hay una
importante variacion entre la EO asignada a alguno
de los huesos se dificulta la lectura final. Asimismo,
si bien se obtiene la EO, el radidlogo o el endocriné-
logo pediatra deberian valorar visualmente la radio-
graffa ya que esta, como es conocido, pueda apor-
tar informacion relevante para el diagnoéstico del
paciente aparte de la EO. Por ejemplo, un 4to meta-
carpiano corto puede sugerir un sindrome de Tur-
ner .19,

Otras técnicas de imagen como la RM y la ecogra-
fia también se estan investigando como herramien-
ta diagnoéstica en la valoracion de la MO. Terada y
col (19, 20) han desarrollado un escaner de mano
pediatrico para la evaluacion de la edad ¢sea, aun-
que tiene como inconveniente el requerir que el pa-
ciente esté inmdvil durante al menos 2 min 44 s, con
la dificultad que esto supone en poblacion pediatri-
ca. También la ecografia se presenta como una in-
teresante alternativa. Hay varios trabajos que inten-
tan validar la evaluacién de la EO por este método,
BonAge® (Sunlight Medical Ltd, Tel Aviv, Israel) por
ejemplo es un instrumento que utiliza un apoyabra-
zos entre dos transductores para apoyar la mano y
la mufieca del paciente y las ondas ultrasoénicas pa-
san a través del radio distal y de la epifisis cubital.
Luego, su software utiliza un algoritmo basado en
mediciones de la velocidad del sonido y la distan-
cia entre los dos transductores para el calculo de la
EO. Existe disparidad en los resultados obtenidos,
ya que hay estudios que concluyen que existe una
correlacion elevada de los resultados obtenidos
con este método al compararlos con G&P y TW,
mientras que otros autores concluyen que BonAge®
no es un método valido para determinar la EO. Tam-
bién SonicBone (Rishon Lezion, Israel) ha desarro-
llado recientemente otro dispositivo portatil,
BAUS™, que utiliza un método cuantitativo de tec-
nologia ultrasonogréfica y sefialan que la EO obte-
nida es comparable a la lectura de los métodos tra-
dicionales. De todas maneras, la validez de estos
sistemas requerira la validacién con estudios en
cohortes mayores y en diferentes poblaciones y
grupos étnicos (17:21-24),

1.2. El papel de la EO en el estudio de los
trastornos de la pubertad

La pubertad es un proceso complejo que involucra
la activacion y maduracion del eje hipotalamico-hi-
pofisario-gonadal. El periodo puberal se caracteri-
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za por el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias, la adquisicion de la capacidad repro-
ductiva y la aceleracion del crecimiento que culmi-
na al alcanzar la talla adulta * 9,

La evaluacion clinica de la maduracion puberal se
vale de los estadios de Tanner que evaluan la evolu-
cion de la mama vy vello pubico en la nifia y en la
evaluacion de genitales y vello pubico en el varén.
El crecimiento puberal, que representa del 15% al
20% de la estatura adulta es indudablemente una
de las caracteristicas mas importantes entre los no-
tables cambios fisicos que ocurren durante la pu-
bertad. En las nifias el aumento de talla total es de
aproximadamente 25 cm y el pico de velocidad de
crecimiento ocurre aproximadamente a la edad de
12 afios y es de 9 cm/afio. Los nifios, sin embargo,
en promedio, alcanzan una velocidad de crecimien-
to méaxima de 10,3 cm/afio y este pico de creci-
miento suele ocurrir 2 afios mas tarde que las nifias,
y la ganancia aproximada de talla en el periodo pu-
beral es de alrededor de 28 cm. Al final de la puber-
tad el crecimiento se desacelera hasta que cesa
debido a la fusion epifisaria .

La pubertad normal sigue una secuencia de he-
chos fisicos y fisiolégicos predecible. Sin embargo,
la edad de inicio de la pubertad difiere en los nifios
sanos: la edad promedio en las nifias es de 9,5a 10
afios y en los nifios de 11,5 a 12 afos, pero puede
variar de 8 a 13 afios en niflas y de 9 a 14 aflos en
ninos. También, la progresion puberal y el tiempo y
magnitud del pico de velocidad de crecimiento
puede variar considerablemente. Por tanto, la edad
cronolégica no suele reflejar el estado de madurez
puberal, por lo que se hace necesario encontrar pa-
rametros que permitan evaluar la edad bioldgica.
En este sentido, como ya se comento, la madura-
cion esquelética puede servir como un indicador de
la edad bioldgica “.

La maduracion osea esta regulada por complejas
interacciones hormonales que involucran al eje so-
matotropo, tiroideo, suprarrenal y gonadal. A lo lar-
go de la infancia y la pubertad, los huesos cambian
de tamafo y forma por lo que a medida que el nifio
crece, los huesos carpianos y tarsales de las ma-
nosy los pies y sus respectivas epifisis se calcifican
y aparecen en las radiografias. Durante la pubertad
la maduracion 6sea se acelera y las porciones car-
tilaginosas de las epifisis terminan fusionandose.
Esta fusion se produce habitualmente a la edad
O0sea de 15 en las nifias y 17 en los nifios. Estos
cambios en la placa de crecimiento a menudo ocu-
rren paralelamente a los cambios evolutivos obser-
vados durante el desarrollo puberal. De tal manera
que condiciones fisiolégicas o patoldgicas asocia-
das con retraso en la maduracion esquelética tam-
bién tienden a retrasar el inicio de la pubertad,
mientras que los que aceleran la maduracion ¢sea

tienden a acelerar el inicio y evolucion de la puber-
tad ),

La exposicion a niveles elevados de estradiol, tes-
tosterona o andrégenos suprarrenales, Como ocu-
rre en la pubertad precoz, la hiperplasia suprarrenal
congeénita, y el hipertiroidismo persistente condicio-
nan una aceleracion importante de la MO. Mientras
que este avance de la EO es menor en la adrenar-
quia precoz, y aun menos marcado en el paciente
con sobrepeso, en talla la alta constitucional o in-
cluso en algunas displasias ¢seas. Por el contrario,
condiciones que retrasan la maduracion del esque-
leto, como las enfermedades crénicas y la malnutri-
cion, el hipotiroidismo, el retraso constitucional del
crecimiento y la deficiencia de la hormona del cre-
cimiento presentan un retraso tanto en EO como en
el inicio de la pubertad ®.

De ahi el papel fundamental que tiene el estudio de
la EO (figura 1) en la evaluacién y manejo del nifio
con trastornos del crecimiento y la pubertad. Contri-
buyendo en el analisis diagndstico del nifio con pu-
bertad normal, variantes normales de la pubertad,
pubertad precoz y pubertad retrasada. La EO, asi-
mismo, permite evaluar por diferentes métodos, aun-
que con limitaciones, la prediccion de crecimiento.
También es importante en la toma de decisiones te-
rapéuticas y seguimiento de su eficacia * 9.

Pubertad precoz y maduracion osea

La pubertad precoz (PP) se define como el inicio
del desarrollo de las caracteristicas sexuales se-
cundarias antes de los 8 afios de edad en las nifias
y de los 9 afios en los nifios. Dependiendo de su
etiologia se clasifica en tres categorias: 1) pubertad
precoz central (PPC) o dependiente de gonadotro-
pinas, cuya causa en mas del 80% de los pacientes
se debe a una activacion idiopatica del eje gonado-
tropico, y en el resto de los casos a anomalias o tu-
mores del sistema nervioso (SNC). 2) pubertad pre-
coz periférica o independiente de gonadotropinas,
causada por secrecion periférica de hormonas se-
xuales bien sea de origen gonadal o suprarrenal y
también por produccion de gonadotropina corioni-
ca humana ectdpica por un tumor de células germi-
nales, o incluso puede ser de origen exdgeno por
consumo o aplicacion de sustancias que conten-
gan esteroides sexuales. 3) pubertad precoz in-
completa, que consiste en el desarrollo aislado de
la mama (telarquia prematura) o del vello pubico o
axilar mediado por andrégenos producidos en las
glandulas suprarrenales (adrenarquia precoz). El
curso de la pubertad también varia y su espectro
comprende desde formas lentamente progresivas
hasta rapidamente progresivas. En las que progre-
san pausadamente el potencial de crecimiento pu-
beral habitualmente se conserva y por tanto la talla
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adulta no suele afectarse; mientras que la PP que
progresa rapidamente se caracteriza por un rapido
desarrollo de la caracteristicas sexuales secunda-
rias, menarquia temprana en las nifias, aceleracion
de la velocidad de crecimiento y una talla que suele
ser elevada con respecto a lo que se esperaria por
potencial genético en el momento del diagnodstico
pero que finalmente acabara comprometiendo la ta-
lla adulta. La principal preocupacion en la evalua-
cion inicial en estos pacientes es identificar la etio-
logia subyacente y excluir patologia del SNC o
gonadal. La preocupacion secundaria es definir el
ritmo de progresion puberal para poder seleccionar
a aquellos pacientes que deberian recibir trata-
miento ).

En el andlisis clinico de los trastornos de la pubertad
el estudio de la EO tiene un papel importante. En la
PPC la exposicion prematura a las hormonas sexua-
les acelera la tasa de maduracion 0sea de tal mane-
ra que la EO en el paciente con PPC esta general-
mente avanzada con respecto a su edad crono-
l6gica. De hecho, la evaluacion de la EO en el mo-
mento del diagndstico ayuda a diferenciar entre el
paciente con PPC rapidamente progresiva y varian-
tes lentas. El adelanto de la EO con respecto a la EC
en las formas rapidamente progresivas es mayor de
2 SD, mientras que en las lentamente progresivas es
solo de 1 a 2 SD. No obstante, el grado de avance
de la EO no siempre puede servir como un marca-
dor preciso del ritmo puberal. Por ejemplo, podria
estar solo algo adelantada cuando el diagndstico se
realiza cerca del inicio de la pubertad y ya en etapas
posteriores del desarrollo puberal si se podria en-
contrar un avance mayor con respecto a la EC. La
prediccion de talla final, si bien no es un método
exacto y absolutamente fiable, continda siendo una
herramienta de andlisis en el estudio del paciente
con PPC e incluso un factor a valorar para la indica-
cion de tratamiento. A pesar de ello es importante
tomar en consideracion que por ejemplo en series
de pacientes histéricas con PPC no tratados, la pre-
cision de la prediccion de talla no fue satisfactoria
ya que se observo una sobreestimacion de la talla
final de entre 3,7 y 5,9 cm en nifias, mientras que, en
los nifios, si bien existe poca informacion disponi-
ble, la diferencia parece ser aun mayor. Esta inexac-
titud se debe a que los métodos mas ampliamente
utilizados para el célculo del prondstico de talla
adulta que son el de Bayley-Pinneau y TW estan ba-
sados en estudios realizados en muestras sin endo-
crinopatias subyacentes . También la evaluacion
de la MO como se analiza en el articulo relacionado
con el manejo terapéutico de la pubertad precoz tie-
ne un papel destacado en la decision de la indica-
cion del tratamiento y evidentemente en el anélisis y
evolucion de la eficacia terapéutica.

La PP incompleta bien sea la telarquia prematura o
adrenarquia precoz, se consideran variantes de la

pubertad normal. En estos casos la EO se encuentra
acorde a la EC o ligeramente avanzada y la veloci-
dad de crecimiento no esta acelerada. No obstante,
en estos nifios debe vigilarse su evolucion ante la
posibilidad de estar en periodos iniciales de una PP
verdadera. La telarquia prematura se caracteriza
por un desarrollo mamario aislado y ausencia de
otros signos de pubertad, velocidad de crecimiento
normal y EQ normal 0, como ya se comentd, con un
leve adelanto en relacién a la EC. La mayoria de los
casos son idiopaticos y se presentan alrededor de
los 2 afios de edad, aunque puede ya observarse
en la recién nacida, puede remitir espontaneamente
o tener una progresion muy lenta. De un 14% a un
20 % pueden progresar a una PP isosexual verda-
dera. Estas pacientes deben seguir un control regu-
lar que incluya evaluacion de los signos de puber-
tad, velocidad de crecimiento y maduracion ésea 4.

En relacion a la adrenarquia prematura definida por
la aparicion de vello pubiano o axilar antes de los 8
afios en nifas y 9 en varones, cuando se han exclui-
do otras causas de adrenarquia como tumores pro-
ductores de andrégenos o defectos de la esteroido-
génesis, se observa que la EO esta algo adelantada,
aungue con una progresion lenta de su avance y de
manera general no parece haber un compromiso
de la talla final @,

Pubertad retrasada y maduracion dsea

La pubertad retrasada se define como la ausencia
de caracteristicas sexuales secundarias (incremen-
to del volumen testicular > 4 cm en nifios y desarro-
llo de la mama en nifias) a una edad mayor de 2 a 2,
5 DE que la media de la poblacion. De manera ge-
neral cuando se inicia la pubertad a la edad de 14
afos en nifos y 12-13 afos en nifias. La pubertad
retrasada es consecuencia de una secrecion inade-
cuada de esteroides gonadales debida a trastornos
del eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal. Se suele clasi-
ficar en dos grupos: 1) fallo gonadal primario debi-
do a diversas enfermedades gonadales, que se
caracterizan por niveles elevados de gonadotropi-
nas y bajos de hormonas sexuales. 2) hipogonadis-
mo secundario debido a la disfuncion hipotalamica,
hipopituitarismo, o hiperprolactinemia, caracteriza-
da por niveles bajos de hormonas sexuales y gona-
dotropinas. La alteraciéon de la secrecion y / o ac-
cion de la hormona hipotalamica liberadora de
gonadotropina (GnRH) es la causa mas frecuente
de hipogonadismo secundario. Puede ser funcio-
nal, como ocurre en el retraso constitucional del
crecimiento y la pubertad, deberse a enfermeda-
des cronicas, ejercicio excesivo, desnutricion, es-
trés e incluso algunos medicamentos. También en
entidades patolégicas como el Sindrome de Kall-
mann, el hipogonadismo hipogonadotrépico (HH)
aislado idiopatico y en tumores que afecten el area
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hipotalamo-hipofisaria; por ejemplo, craneofaringio-
mas @,

El diagndstico del retraso constitucional del creci-
miento y la pubertad (RCCP) es esencialmente un
diagnostico de exclusion, estos nifos son sanos,
aunqgue presentan retraso en el inicio de pubertad,
pero con progresion normal y el crecimiento duran-
te la pubertad estéa ligeramente reducido. Aunque
en general parece no comprometerse la talla final,
hay discusion sobre ello. En nifios con insuficiencia
gonadal primaria o hipogonadismo permanente se
observa que, durante la pubertad, la aceleracion
del crecimiento no ocurre y la fusion episaria se re-
trasa considerablemente y el paciente puede ad-
quirir un hébito eunocoide. No obstante, en el sin-
drome de disgenesia gonadal el patron de
crecimiento que presentan no se atribuye a la falla
gonadal primaria sino a defectos esqueléticos aso-
ciados como se observa en el sindrome de Turner.
En pacientes con retraso constitucional del creci-
miento y la pubertad o con hipogonadismo hipogo-
nadotropo funcional el retraso del crecimiento y la
EQO retrasada se manifiesta antes de la edad espe-
rada de inicio puberal y, debido a que la mayoria de
estos trastornos tienen en comun un defecto funcio-
nal en la secrecion de GnRH y / o su accién, no hay
ninguna prueba confiable que facilite el diagndstico
diferencial en el periodo prepuberal @,

La informacion que aporta la EO en estos casos
suele ser Util y deberia realizarse de forma rutinaria
en niflos con retraso del crecimiento y / o pubertad.
El inicio de la pubertad normalmente corresponde
con unrango EO de 11 a 13 anos en nifiosy de 9,5 a
11 afnos en nifas. Aunque el grado de retraso de la
EO no permite clarificar el diagnostico, su determina-
cion podria ser util en la evaluacion inicial y diferen-
cial entre RCCP y el HH aislado. Por otra parte, cuan-
do la maduracion 6sea retrasada esta asociada con
una velocidad de crecimiento reducida se deberian
investigar otros trastornos endocrinos como la defi-
ciencia de GH, hipotiroidismo, y enfermedades sisté-
micas cronicas. Como se comentd en el apartado
sobre la pubertad precoz la EO en el paciente que
necesite recibir tratamiento resulta importante no
solo para la decision y momento de iniciar el trata-
miento, sino para el seguimiento del paciente @,

1.3. Otras utilidades de la radiografia de mano
para el diagndstico

La radiografia de mano-mufieca ofrece ademas de
la posibilidad de valorar la edad biolégica o madura-
cién 6sea, informacion que ayuda al clinico para el
diagnostico de entidades que pueden estar asocia-
das o no a una MO anormal. Por ejemplo, en la defi-
ciencia de SHOX se puede observar la deformidad
de madelung o en el sindrome de Turner el acorta-

miento del cuarto metacarpiano, ambos signos ra-
diolégicos caracteristicos de dichas entidades. Y en
el pseudohipoparatiroidismo acortamiento de los
metacarpianos cuarto y quinto. También en otras en-
fermedades endocrinas se visualizan hallazgos ra-
diogréficos tipicos en la radiografia de mano y mufie-
ca: mineralizacion anormal en el raquitismo, retraso
en el desarrollo del carpo en el hipotiroidismo, signos
de resorcion cortical en el hiperparatiroidismo. Asi-
mismo, muchas enfermedades crénicas también tie-
nen alteraciones 6seas que se puede reconocer en
este estudio, por ejemplo, osteopenia periarticular y
ampliacion metafisaria en la artritis idiopatica juvenil.
Huesos del metacarpo y falanges alargados y graci-
les en el sindrome de Marfan, entre otros. De alli que,
aunque actualmente se estan desarrollando méto-
dos automatizados para la evaluacion de la EO sigue
siendo importante que la radiografia sea valorada
por el radiélogo y el endocrindlogo pediatra en la
busqueda de otros aspectos que puedan ayudar al
diagnostico del paciente. También hay que conside-
rar otros estudios radiograficos como la serie 6sea
en algunos casos de pubertad precoz; por ejemplo
en el sindrome de McCune-Albright que cursa con
PPP, en la serie 0sea se pueden observar signos ca-
racteristicos como la displasia fibrosa poliostética y
lesiones de esclerosis (figura 4).

Figura 4. Paciente diagnosticada de sindrome de
Mc Cune Albright con pubertad precoz periférica
en la que se observan lesiones de esclerosis en el
estudio 6seo.
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2. ECOGRAFIA

La ultrasonografia o ecografia es un estudio versatil
y muy Util por su accesibilidad e inocuidad como
prueba complementaria para el diagnostico y se-
guimiento en el campo de la endocrinologia pedia-
trica. Ya se comento en la seccion anterior la utili-
dad que podria tener incluso en la determinacion
de la maduracion 6sea. Aunque donde adquiere,
sin duda, relevancia es en la evaluacion de las ca-
racteristicas de los érganos sexuales en nifias y ni-
fos y también en la evaluacion de las alteraciones
adrenales.

Esta técnica de imagen resulta de primera eleccion
para la evaluacion de la anatomia normal de pelvis,
ovarios, testiculo y en consecuencia en la evalua-
cion de la pubertad normal y patoldgica. Una inter-
pretacion adecuada de los hallazgos ecograficos
requiere que el ecografista esté familiarizado con la
apariencia de los 6rganos y las caracteristicas evo-
lutivas de los mismos dependientes de la edad del
paciente 527,

El mejor método de imagen para explorar el tamafio
y la morfologia de los érganos pélvicos femeninos

es la ecografia. El Utero neonatal esta agrandado
debido a la influencia de las hormonas maternas, el
cérvix es mas grande que el fundus. La longitud
maxima del Utero es de 3,4 cm, y el didametro ante-
roposterior promedio es de 1,4 cm con un maximo
de 2,1 cm. En la gran mayoria de las recién nacidas
la banda endometrial es visible como una linea eco-
génica que puede estar rodeada por un halo hi-
poecoico. Después de los primeros meses de vida
el Utero es recto y de configuracion tubular, con el
cuello uterino del mismo tamafio o ligeramente mas
largo que el fondo uterino. La longitud media es de
3,3 cm, con un limite de hasta 4-4,5 cm a los 7 afios
de edad. El limite superior de normalidad para el
diametro anteroposterior del Utero prepuberal es de
1 cm. El revestimiento endometrial generalmente no
es visible, aunque con transductores de alta fre-
cuencia podria verse. Al inicio de la pubertad debi-
do a la influencia estrogénica se observa un agran-
damiento mayor del fondo uterino con respecto al
cuello uterino, la linea endometrial se podria obser-
var y el Utero adquiere la forma de pera caracteristi-
ca de la mujer (figura 5) 29,

Los ovarios se pueden visualizar en la ultrasonogra-
fia transabdominal en la mayoria de las nifas pre-

Figure 5. Imagen ecogréfica que muestra la morfologia del Utero puberal.

Se observa que el cuerpo uterino (flecha azul) es mas grande que el cuello uterino (flecha rosa). (Adaptado °).
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puberes. El tamafio y la apariencia del ovario en las
ninas es mas variable de lo que se creia. En los pri-
meros meses de vida, el volumen medio de los ova-
rios es de 1,06 cm?® con un limite superior de 3,6
cm?. Este volumen maximo disminuye a 2,7 cm® a la
edad de 12 meses, luego a 1,7 cm?® entre el primer y
el segundo afio de vida. Después de los 2 afios, el
volumen medio permanece por debajo de 1 ml has-
ta los 7 afios. El ovario prepuberal entre los 2y 7
afios de edad suele ser homogéneo, pero muchas
nifas tienen algunos foliculos pequefios (< 9 mm).
Se han encontrado foliculos pequenos en el 84% de
los ovarios en nifias menores de 2 afos y en al me-
nos la mitad de las nifias prepuberes mayores de 2
afios. Solo un porcentaje pequefio de nifias sanas
en edad prepuberal tienen quistes mas grandes (>
9 mm) ©,

Los ovarios de pacientes con pubertad precoz € in-
cluso con telarquia prematura aislada o adrenar-
quia pueden tener un ovario con una morfologia
madura con seis 0 mas quistes pequefios o incluso
mayores de 9 mm. No obstante, para muchos clini-
cos el tamafo y la forma del Utero son unos indica-
dores de estimulacion estrogénica mas confiables
que el tamano y caracteristicas del ovario ©.

En el varén la ecograffa y los transductores de alta
frecuencia permiten identificar perfectamente a los
testiculos en el interior del escroto o en el canal in-
guinal. Los testiculos de un neonato son bastante
pequefios, midiendo 1 cm de longitud. Aumentan
lentamente de tamario hasta la pubertad, cuando la
liberacion de gonadotropinas provoca un agranda-
miento rapido de los testiculos. Aparte de su redu-
cido tamano, los testiculos de los nifios pequefios
son similares en su patron ecografico al de etapas
posteriores del desarrollo. Su morfologia es ovoide
con un apéndice superior en forma de coma que
corresponde al epididimo y un contenido con un
patrén ecogénico medio y homogéneo @4,

La ecografia y su papel en el diagndstico de la
patologia de la pubertad

Los estudios ecogréficos constituyen una herra-
mienta diagndstica en el estudio de la patologia pu-
beral que aporta informacion relevante en la investi-
gacion de la etiopatogenia del cuadro clinico,
especialmente en los casos de sospecha clinica de
PPP ©),

El conocimiento de la apariencia ecografica normal
de los 6rganos pélvicos es la base para el reconoci-
miento de los hallazgos patologicos. El ultrasonido
es el estudio de imagen de eleccion para evaluar
los 6rganos pelvianos, especialmente en la nifa, y
sus indicaciones incluyen el estudio de quistes ob-
servados en ultrasonido fetal, malformaciones uro-

genitales en recién nacidos, pubertad precoz, flujo
vaginal o sangrado anormal y amenorrea (6-28),

La ecograffa pélvica en la nifia puede detectar quis-
tes ovaricos e incluso tumores. El volumen uterino
mayor a 2,0 ml ha mostrado un 89% de sensibilidad
y especificidad en el diagndéstico de pubertad pre-
coz @. El hallazgo de un quiste ovarico de 9 mm o
mas en una nifia con pubertad precoz es muy su-
gestivo de PPP debida a la secrecion autbnoma de
estrogenos ovaricos, en estos casos el ovario con-
tralateral esta dentro de los limites de tamafio nor-
mal, pero el Utero tiene una morfologia y tamafio
puberal debido a la estimulacion estrogénica. Por el
contrario, las nifias con PPC a menudo tienen quis-
tes bilaterales pequefios (< 9 mm). Los quistes ova-
ricos también se observan en nifias con hipotiroidis-
mo antiguo no tratado. Estos quistes generalmente
son bilaterales. El tratamiento con tiroxina produce
una regresion de los mismos ¢ 2429,

En el vardn la ecografia testicular puede detectar
microlitiasis testicular que se encuentra en la mayo-
ria de los nifios con sindrome de McCune-Albright,
tumores de las células de Sertoli, tumores de célu-
las de Leydig no palpables y debe realizarse en ca-
sos de observarse asimetria testicular o pubertad
precoz periférica. Los tumores de células de Leydig
representan alrededor del 1% -3% de todos los tu-
mores testiculares. Aproximadamente el 20% de los
casos ocurren en pacientes menores de 10 afios de
edad y son con frecuencia unilaterales y solitarios,
pero el 3% son bilaterales. Estos tumores producen
esteroides sexuales dando lugar a sintomas de pu-
bertad precoz. Alrededor del 10% -15% de los tu-
mores de células de Leydig son malignos 2429,

3. RESONANCIA MAGNETICA

En todos los casos de pubertad precoz central pro-
gresiva la RM cerebral deberia realizarse para de-
terminar si existe una lesion hipotalamo hipofisaria.
La prevalencia de estas alteraciones es mas alta en
varones (40 a 90%) que en nifias (8-33%) con pu-
bertad precoz; aunque cuando la pubertad en ellas
se inicia después de los 6 afios la prevalencia pue-
de disminuir a un 2%, segun algunos estudios. Dife-
rentes autores han intentado desarrollar algoritmos
diagnosticos para la toma de decision de realiza-
cion de RM basados en la edad y niveles de estra-
diol que podria excluir la necesidad de su realiza-
cién en un tercio de las nifias, aunque no han sido
validados. Hay estudios que sefialan que, a una me-
nor edad, una rapida progresion de la pubertad y
altas concentraciones de estradiol son factores que
pueden predecir un mayor riesgo de anormalidades
cerebrales. En este sentido hay autores que sefialan
en base a sus observaciones que ninas que presen-
taban hamartomas hipotalamicos eran menores de
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6 afios y tenian elevadas las medias tanto basales
como estimuladas de LH, la razén LH/FSH, las con-
centraciones de estradiol y también la longitud uteri-
na. Sin embargo, esta informaciéon no parece ser
predictiva claramente de lesion cerebral, ya que to-
dos los parametros se superponen ampliamente en
las nifias cony sin lesiones cerebrales ¢339,

LLa RNM permite valorar las caracteristicas anatomi-
cas de la region hipotalamo-hipofisaria y detectar
alteraciones congénitas, quistes hipofisarios, ha-
martomas del tuber cinereum (figura 6), lesiones
tumorales hipotalamicas e hipofisarias como el cra-
neofaringioma y el astrocitoma, asi como tumores
de la region pineal entre otros. De ellos es el hamar-
toma hipotalamico la lesion del SNC que con mas
frecuencia se relaciona con casos de PPC, espe-
cialmente cuando la clinica se presenta a edades
tempranas. Los hamartomas pueden sésiles (intra-
hipotalamicos) o pedunculados (parahipotalami-
cos). Los pedunculados son los que méas se aso-
cian con PPC ©:25),

También se han encontrado en pacientes con PP
hallazgos incidentales en la resonancia magnética
cerebral que no parecen estar relacionados con el

cuadro clinico y que generan preocupacion en la
familia y en ocasiones estudios repetitivos innece-
sarios. Entre los mas frecuentemente descritos,
11% de los casos, se encuentran agrandamiento

de la glandula, microadenomas y quistes pineales
(3,31-32)

La resonancia magnética cerebral no parece ser util
en pacientes con historia familiar de PPC. En estos
casos los estudios genéticos podrian preceder a la
realizacion de la RM, que podria posponerse al re-
sultado del estudio genético o incluso evitar su rea-
lizacion. Por ejemplo, en pacientes portadores de
mutaciones de pérdida de funcion en MKRN3, cau-
sa frecuente de enfermedad familiar, ya que no
muestran alteraciones en la RM 39,

CONCLUSIONES

e |as pruebas de imagen en la evaluacion de la
pubertad y patologfia asociada contindan sien-
do parte de las pruebas complementarias fun-
damentales para efectuar una adecuada apro-
ximacion diagnoéstica y seguimiento clinico y
terapéutico.

Figura 6. RM cerebral centrada en region sellar en la que se identifica (flecha) un hamartoma del tuber cine-
reum en un nifio de 1,1 aflos de edad con pubertad precoz.
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e Entre las pruebas habria que destacar la eva-
luacion de la EO que, aunque es una medida
cualitativa y no cuantitativa, proporciona tanto
en el estudio de la pubertad precoz como de la
pubertad retrasada informacion relevante ne-
cesaria para precisar el diagnostico clinico, la
evolucion e incluso para apoyar decisiones te-
rapéuticas y monitorizacion de su eficacia.

e Pruebas de imagen como la ecografia pélvica,
la ecografia testicular, y la RNM cerebral ayu-
dan a precisar el diagnostico etiolégico en el
paciente con patologia puberal y también son
un apoyo en el seguimiento clinico.

e La ecografia pélvica en la nifia puede detectar
quistes ovaricos e incluso tumores. El volumen
uterino mayor a 2.0 ml ha mostrado un 89% de
sensibilidad y especificidad en el diagndstico
de pubertad precoz y la ecografia testicular
puede detectar tumores de células de Leydig
no palpables y debe realizarse en casos de ob-
servarse asimetria testicular o pubertad precoz
periférica.

e |a PPC suele ser idiopatica en las nifias mien-
tras que en los nifios se relaciona con lesiones
del SNC con mayor frecuencia; siendo por tan-
to esencial la realizacion de una RNM cerebral
en ellos. En las nifas, aunque se discute su
realizacion, deberia siempre realizarse en las
menores de 6 afios. En las mayores de esta
edad es discutible, aunque la mayoria de los
centros continuan incluyéndola en el plan diag-
nostico.

e A pesar de la importancia de las pruebas de
imagen para el diagnostico de los trastornos de
la pubertad; solo son utiles en el contexto de
una evaluacion clinica exhaustiva que incluya
una anamnesis, exploracion fisica y auxologica
completa, realizacion de pruebas bioguimicas
e incluso genéticas. La integracion de estos as-
pectos es la Unica forma de llegar a una aproxi-
macion diagnostica del cuadro clinico que pre-
senta el paciente y, ademas, permite valorar el
momento apropiado para el inicio y fin del trata-
miento en el paciente que lo requiera.
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Resumen

Antecedentes: Los analogos de GnRH (aGnRH)
son el tratamiento de eleccién para la pubertad pre-
coz central (PPC) con el objetivo principal de pre-
servar el potencial de crecimiento. Objetivos: ana-
lizar los efectos a largo plazo en talla, peso, funcion
reproductiva y densidad mineral ésea en pacientes
tratados por PPC asi como los potenciales predicto-
res de resultado. Puesto que no se disponen de en-
sayos randomizados controlados soélo podemos
presentar conclusiones cualitativas. Métodos: bus-
queda bibliografica usando la base de datos Pub-
med con las cadenas “pubertad precoz y trata-
miento (0 GnRH anélogos)” y talla, indice de masa
corporal, fertilidad, sin limitar los datos. Se afiadie-
ron articulos manualmente del listado de referen-
cias de los obtenidos. Resultados: El tratamiento
con aGnRH mejora la talla adulta en nifias con PPC,
especialmente en las menores de 6 anos, muy con-
trovertido en nifias de 6-8 afios y sin beneficio a
partir de los 8 afios de edad. La funcién gonadal se
restaura rapidamente tras el cese del tratamiento y
el potencial reproductor parece ser normal en la
adulta. Existen datos discordantes sobre el riesgo
de sindrome de ovario poliquistico en tratadas ver-
Sus no tratadas. La masa grasa aumenta durante el
tratamiento, pero no parece inducir o agravar la
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obesidad. No parece tener un impacto negativo en
la densidad mineral 6sea. Por falta de datos, no se
pueden abstraer conclusiones sobre la repercusion
en la menopausia y en la descendencia. Conclusio-
nes: el tratamiento con aGnRH parece seguro y efi-
caz en la restauracion del potencial genético de ta-
lla en la PPC.

Palabras clave: aGnRH, pubertad precoz, trata-
miento, prondstico

Abstract

Background: GnRH analogs (aGnRH) are the
treatment of choice for central precocious puberty
(CPP) with the main objective of preserving growth
potential. Objectives: To analyze the long-term
effects on height, weight, reproductive function and
bone mineral density in CPP patients treated as well
as potential predictors of outcome. Since we do not
have randomized controlled trials, we can only pre-
sent qualified conclusions. Methods: PubMed data-
bases with "precocious puberty and treatment (or
GnRH analogues)" and height, body mass index,
fertility, without limiting the data. Manuscripts were
added manually from the list of references obtained.
Results: Treatment with aGnRH improves adult
height in girls with CPP, especially in children under
6 years old, very controversial in girls aged 6-8
years and without benefit from 8 years of age. Go-
nadal function is rapidly restored after cessation of
treatment and reproductive potential appears to be
normal in the adult. Discordant data exist on the risk
of polycystic ovary syndrome in treated versus un-
treated. Fat mass increases during treatment, but
does not seem to be perpetuated in the long term. It
does not appear to have a negative impact on bone
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mineral density. Due to lack of data, no conclusions
can be drawn on the impact on menopause and
offspring. Conclusions: aGnRH treatment seems
safe and effective in restoring the genetic height po-
tential in CPP.

Introduccion

La pubertad es un importante hito en el desarrollo
que puede ser considerada como una secuencia
compleja de acontecimientos biolégicos, que con-
ducen a la maduracién progresiva de las caracte-
risticas sexuales y en ultima instancia a la consecu-
cion de la plena capacidad reproductiva. Esta
resulta de la reactivacion del eje hipotalamo-hipofi-
sario gonadal tras el periodo quiescente infantil. Se
caracteriza por un aumento de la amplitud y fre-
cuencia de los pulsos del factor hipotalamico libe-
rador de gonadotrofinas (GnRH), que promueve la
liberacion hipofisaria de gonadotrofinas, condu-
ciendo a la activacion de la funcion gonadal .

La pubertad precoz se define clinicamente como la
aparicion de caracteres sexuales secundarios @ 9.
Tanner Il o telarquia en la nifia antes de los 8 afos y
aumento del volumen testicular ® 4 cc en los nifios.
Ocurre en 1 de cada 5.000-10.000 nifios con predo-
minio en el sexo femenino (3-23:1 vardn). Las nifias
presentan tipicamente formas idiopéticas, mientras
que en los varones se debe mayormente a causas
organicas®. Los factores genéticos (mutaciones en
KISS1, KISS1Ry MKRN3), la tendencia secular, et-
nia, estado nutricional y cambios ambientales han
sido involucrados en la patogénesis de la PPC 12,

También los factores psicolégicos tal y como el es-
trés, migracion, adopcion, ausencia de padre o hi-
persexualizacion de la cultura se han nominado
como posibles factores influenciadores (1314,

La justificacion principal por la que la pubertad pre-
coz central (PPC) continta siendo tema de debate
en la literatura cientifica viene dada por su asocia-
cion a distintas comorbilidades. De esta forma, la
talla y la afectacion psicolégica han sido las princi-
pales preocupaciones a corto-medio plazo, mien-
tras que el aumento en el riesgo cardiovascular y la
asociacion a neoplasia constituyen las principales a
largo plazo (),

La talla baja, causada por la rapida maduracion es-
quelética por la exposicion precoz de las fisis a los
esteroides gonadales, es el principal evento desfa-
vorable asociado a la pubertad precoz. Las cohor-
tes histéricas de pacientes afectos de PPC no tra-
tados muestran una talla media final de 151-156 cm
en chicos y 150-154 cm en chicas, estando la pér-
dida de talla inversamente correlacionada con la
edad del inicio puberal @,

El tratamiento tiene como objetivo inhibir la secre-
cién gonadal de esteroides, o tratar la causa subya-
cente cuando sea posible, para permitir un creci-
miento y maduracion sexual normales. La decision
de tratar dependera de la edad de inicio y ritmo
puberal, talla adulta estimada e impacto psicologi-
co del desarrollo sexual prematuro. El tratamiento
es indiscutible en formas réapidamente progresivas,
definido en base a criterios clinicos, radiolégicos y
bioguimicos, mientras que no siempre se requiere
en formas no o lentamente progresivas (9.

Los analogos de GnRH (aGnRH) estan disponibles
desde 1980 y son el tratamiento de eleccion de la
PPC progresiva (7). Derivan de una substitucion qui-
mica en la posicion 6 y 10 de la molécula nativa de
GnRH, que aumenta su resistencia a la degradacion
enzimatica y su afinidad por el receptor pituitario de
GnRH, conduciendo a una desensibilizaciéon del re-
ceptor y, finalmente, a la inhibicién en la secrecion de
gonadotropinas y regreso de los esteroides sexuales
a niveles prepuberales (®. Se dispone de diferentes
principios activos y formulaciones. Se prefieren las
formas depot, por su mejor cumplimiento. La eleccion
del farmaco dependera de la experiencia del médico,
necesidades del paciente y regulaciones guberna-
mentales en la prescripcion farmacoldgica (9.

El tratamiento con aGnRH es bien tolerado en gene-
ral. Los principales efectos indeseables son el dolor
o reaccion local y los abscesos estériles (19, segui-
dos de sintomas menores menopadusicos (sofoco,
cefalea y nauseas), mientras que la anafilaxia es
extremadamente rara 0.

Desde el inicio del uso con aGnRH en los arios 80,
se ha podido demostrar sus efectos favorables en la
talla, aunque la ganancia neta de estatura continda
siendo tema de debate, ya que no se han realizado
estudios controlados aleatorizados ¢! 2. Ademas,
existe preocupacion del potencial efecto negativo
en el peso y perfil metabdlico, densidad mineral
6sea (DMO) y funcioén reproductora en el adulto.

En algunos casos de PPC, se ha asociado hormona
de crecimiento a los aGnRH con una ganancia de
talla de unos 3 cm de media respecto a aGnRH sola
y sin efectos adversos, a excepcion de aumento de
IGF-I e insulina por encima de lo normal en el grupo
combinado @,

El objetivo de esta revision fue analizar las indicacio-
nes, eficacia y seguridad del tratamiento con aGnRH
enla PPC.

Métodos

Busqueda bibliografica usando la base de datos
Pubmed con las cadenas “pubertad precoz y trata-
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Tabla 1. Preparados de GnRH depot.

Preparado | Nombre Dosis
depot comercial
Goserelina | Zoladex LA | 3,6 mg cada mes o0 10, 8 mg
cada 3 meses
Buserelina | Suprefact 6,3 mg cada 2 meses
Leuprolide | Lupron 3,75 mg cadamesu 11,256
depot 30 mg cada 3 meses
Triptorelina | Decapeptyl | 3,75 mg cada mes u 11,25
Gonapeptyl | cada 3meses
0 22,5 mg cada 6 meses
Histrelina | Supprelin LA | Implante de 50 mg cada 1-2
anos

(Adaptado de Carel JC. Pediatrics 2009). Algunos au-
tores utilizan 70-100 mg/kg en vez de 3,75 mg.

miento (0 GnRH analogos)” y talla, indice de masa
corporal, fertilidad, sin limitar los datos. Se afiadie-
ron articulos manualmente del listado de referen-
cias de los obtenidos.

Resultados
Indicacioén de tratamiento de la PPC con aGnRH

A pesar de las numerosas referencias bibliograficas
que abordan como tema principal la pubertad pre-
coz central, existen pocos estudios aleatorizados y
controlados que permitan conocer las indicaciones
absolutas de tratamiento de los pacientes con PPC.
Las razones éticas han sido las mas relevantes para
no disponer de este tipo de estudios. En cualquier
caso, sabemos que no todos los pacientes con PPC
necesitan tratamiento frenador de la pubertad y que
la eficacia, en cuanto a mejorar el prondéstico de ta-
lla final, parece disminuir mucho con la edad. De
esta forma, parece que sobre prediccion de talla fi-
nal las nifias por debajo de 6 afos tratadas con
anélogos de GnRH obtendrian los mejores resulta-
dos, no siendo tan claros en nifias entre 6 y 8 afos.
Lo que parece evidente es que en nifas por encima
de 8 afios el tratamiento con anélogos de GnRH no
mejora el prondstico de talla final.

Por tanto, a dia de hoy no hay un criterio unanime a
la hora de tratar pacientes con PPC. A la hora de
enfrentarnos a dicho tratamiento tendremos en
cuenta las siguientes variables: edad, edad 6sea
(EO), prondstico de talla final y comparacion con su
talla genética, presencia de alteraciones del com-
portamiento y/o inteligencia limite/retraso mental y
antecedentes de adopcion. Teniendo en cuenta to-
das las variables anteriores, una posible indicacion
para el tratamiento de PPC seria:

e Edad cronolégica < 7 anos en nifias, < 8 afnos
en nifios

e Edad 6sea > 2 afios superior a la cronolégica

e Prediccion de talla final 2 SD (10cm) por debajo
de la talla diana o < 150 cm en nifias y < 165
cm en nifios

e Pubertad precoz rapidamente progresiva (pre-
diccion menarquia < 9 afios)

e Disconfort psicolégico y/o alteracion comporta-
miento y/o inteligencia limite/retraso mental.

Sin embargo, pareceria l6gico esperar y postergar
la decision en los casos de PPC con:

e Edad 7-8 afios en nifias y 8-9 afos en nifios

e Edad ¢sea avanzada < 2 anos con respecto a
la cronologica.

e Prediccion de talla final cerca de la diana o en
el rango normal-superior

e Pubertad precoz lentamente progresiva.

e Ausencia de disconfort psicolégico o trastornos
conductuales y/o inteligencia limite/retraso men-
tal @4,

Farmacos de eleccion en PPC

Desde los afios 80 los analogos de GnRH depot
han sido el tratamiento de eleccién en la PPC. Exis-
ten diferentes preparados comerciales que, admi-
nistrados ya sea de forma mensual o trimestral/se-
mestral (estos Ultimos preparados han surgido en
los ultimos afios) 29 permiten la frenacion del eje
hipotalamo-hipofisario gonadal (tabla 1). La admi-
nistracion puede ser intramuscular o en algunos de
ellos subcutanea (®. Los preparados depot de
GnRH actuan desensibilizando el eje HHGonadal y
se considera que el inicio de la deprivacion tera-
péutica tarda 1 mes en producirse. El primer esti-
mulo activa el eje y los siguientes lo inhiben, como
respuesta paraddjica. Por ello, no es extrafio que
las ninas muestren sangrado vaginal tras la primera
dosis (aspecto del que la familia deberia ser avisa-
da). En el afio 2007 se incorpord en USA los implan-
tes subcutaneos de histrelina de 1 6 2 afios de du-
racion como posibilidad terapéutica ©”. Histrelina
es 200 veces mas potente que la GnRH nativa, pro-
duce una profunda supresion del eje HH gonadal
en 1 mes y el implante requiere una cirugia menor
con anestesia local. La mayor desventaja es el indi-
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ce de rotura al retirarlo (25%). No se disponen de
datos de seguimiento a largo plazo 8.

El tratamiento a utilizar en cada caso debe indivi-
dualizarse y se vera condicionado por la edad de la
paciente, tiempo previsto de tratamiento y accesibi-
lidad al mismo @9,

Se prefiere la via subcutanea a la intramuscular, por
ser menos dolorosa.

La monitorizacién del tratamiento se realiza con pa-
réametros clinicos, radioldgicos (edad 6sea) y de la-
boratorio (los valores de LH deben estar suprimidos
por debajo de 4 IU/L) @9,

Interrupcion del tratamiento

Existe gran heterogeneidad en los estudios acerca
del momento 6ptimo para parar el tratamiento, ba-
sandose en general en la edad 6sea, talla diana y
velocidad crecimiento.

Algunos autores promulgan que no deberia prolon-
garse el tratamiento mas alla de los 12-12,5 afios de
edad 6sea, ni mas alla de los 11 afios de edad cro-
nolégica ©V. Otros consideran que es mejor pararlo
cuando se enlentece la velocidad de crecimiento y
no mas alla de los 11 aflos de edad 6sea. Probable-
mente, Io mas adecuado es no utilizar un unico cri-
terio 19),

Resultados del tratamiento con aGnRH en la
PPC

1. Talla adulta

Los aGnRH se han usado ampliamente en el uso de
la PPC rapidamente progresiva con el objetivo de
restaurar el potencial genético comprometido por el
cierre precoz de las fisis a causa de los esteroides
gonadales. La gran mayoria de estudios indican al-
gun beneficio del tratamiento sobre el crecimiento
estatural, con la limitacion de no disponer de ensa-
yos controlados aleatorizados y de que el efecto se
haya analizado comparando la talla adulta adquiri-
da con la predicha al inicio del tratamiento o con
cohortes histéricas no tratadas ©?. La comparacion
con las ultimas tiene valor limitado ya que los datos
derivan de un numero pequefio de pacientes, habi-
tualmente con formas severas y no toman en cuenta
la tendencia secular en el crecimiento a lo largo de
las décadas. Ademas los grupos son heterogéneos
en edad, etiologia y caracteristicas del tratamiento
@ Los datos analizados de los distintos autores
que abordan el impacto del tratamiento con aGnRH
sobre la talla, demuestran la eficacia de distintas
formulaciones (la inmensa mayoria mensuales) de

aGnRH en evitar la progresion en la edad 6sea. Las
personas adultas tratadas eran mas altas que las
reportadas en una serie histoérica, ajustadas por
edad al diagnéstico, con una diferencia media de
8,3 cm en nifias y 13,7 cm en chicos ¥, y méas que
las controles no tratadas ajustadas por edad y sexo
(diferencia media en talla adulta de 3,3-8,9 cm) ©&
34, La gran mayoria alcanzan la talla diana, una mi-
noria no, y una pequefia proporcién quedan mas
pequefias %%,

Los predictores del resultado también varian. La efi-
cacia del tratamiento parece depender principal-
mente de la edad de diagnostico y del inicio del
tratamiento de la PPC. Un mayor brote de creci-
miento tras su interrupcion también ha sido pro-
puesto como predictor positivo de resultado ©9.
Una talla elevada al diagndstico y al retirar el trata-
miento, asi como una mayor talla diana, se correla-
cionan positivamente con la talla final, soportando
la influencia de los factores genéticos en la determi-
nacion de la talla adulta, incluso en tratados con
aGnRH ©7. La edad ¢sea al final del tratamiento pa-
rece ser crucial en la talla adulta, ya que determina
el potencial crecimiento post-tratamiento; las mejo-
res tallas fueron conseguidas cuando la interrup-
cion fue a los 11-12,5 afios de edad 6sea, mientras
que continuarlo mas alla de los 13 afios de EO im-
pactd negativamente en el crecimiento estatural (®
38.95.37) | a eficacia de los distintos aGnRH en térmi-
nos de ganancia de talla fue similar.

En definitiva el aumento de talla final esperado es
de 3-12cm (no en > 8 anos) y:

e Peor si edad 6sea EO muy avanzada

e Preserva potencial de talla diana (> 75%)
e Tallafinal > 150 cm en > 90%

e Tallafinal > en tratadas que en no tratadas

e Tallafinal mejor en las < 6 afios de edad (16.32.33,
38)

Efectos del tratamiento con aGnRH sobre la
talla. Registro esparnol PUBERE

El registro nacional de Pubertad Precoz Central
(PUBERE) surgié como propuesta del grupo de Pu-
bertad Precoz de la SEEP y se lanzé su funciona-
miento durante el Congreso de la SEEP en Madrid
(2008). Participan 66 médicos de 53 hospitales del
territorio espanol. Tiene una base telematica a la
que se accede a través de la pagina web de la
SEEP (www.seep.es/pubere). Los criterios de inclu-
sion fueron ampliamente discutidos, y, aunque con-
siderados restrictivos por algunos autores, permi-

Rev Esp Endocrinol Pediatr 2017 - Volumen 8. Edicion 2

58



Raquel Corripio Collado

ten analizar un grupo poblacional muy homogéneo.
Los criterios son:

1. Edad nacimiento posterior a 1992

2. Caracteres sexuales antes de 8 afios en nifias y
9 afnos en nifios

3. Pico de LH tras test LHRH > 7 Ul/I
4. Edad ¢sea-Edad cronolodgica > 1 afio

Los objetivos principales fueron conocer la preva-
lencia de pubertad precoz central en Espafia, anali-
zar su epidemiologia y estudiar sus causas ™. Asi-
mismo, se evalué la evolucién del indice de Masa
Corporal en nifias con Pubertad Precoz Central
(PPC) tratadas con anélogos de GnRH ©9).,

De los objetivos principales planteados en el estu-
dio PUBERE queda por comprobar la eficacia del
tratamiento en la talla adulta. En 2014 se presenta-
ron los resultados preliminares en este sentido en el
Congreso de la SEEP. Se analizaron los datos de
407 pacientes (33 varones (8,1%) y 374 mujeres
(91,9%). Disponiamos de datos de fin de tratamien-
to (n=215 nifias), edad de menarquia (n=133) y ta-
lla adulta (n=56 nifias). La edad cronolégica al ini-
cio del tratamiento (Q) fue 7,25 + 1,31 afios, la EO
9,16 + 1,51 afos. La EO-EC al diagndstico fue 2,10
+ 0,93 afnos. La EC de interrupcion del tratamiento
() fue 10,02 + 1,09 afios, coincidiendo con una EO
de 11,6 anos + 0,67 anos. Duracion del tratamiento:
2,76 = 1,25 afnos. En los pacientes de los que dis-
ponfamos datos, la talla adulta fue de 155,74 + 7,87
cm (0,14 = 1,37 SDS) (rango 135-168,2 cm) con
una pérdida respecto a su talla diana de -0,92 =
1,55 SDS. Un 46.43% (26 nifas) alcanzaron la talla
diana (talla adulta>=talla diana).

De las 30 que no alcanzaron la talla diana se ha
analizado (TH-TA): media 5.28 + 3,79. Rango (0,5-
13 cm). Se realizé un modelo mixto de medidas re-
petidas para las mujeres tomando como variable
dependiente la talla-SDS y como variables indepen-
dientes la edad al diagndstico, la duracion del tiem-
po tratamiento, la talla al inicio (SDS) y la talla gené-
tica. Las variables que predecian la talla final fueron
la talla al diagndstico, la talla genética y la duracion
de tratamiento (al incrementar las dos primeras se
incrementaba la talla final y al aumentar en una uni-
dad (en afios) la duracion del tratamiento, la talla
disminufa en 0,13 unidades). La diferencia entre la
talla estimada al diagnostico y la final fue de -3,76 +
8.61 cm (IC95%: -6,98 a -0,55 cm) (p=0,023). El in-
cremento de talla tras la interrupcion del tratamiento
fue de 13,1 cm = 4,3 cm (0,54 + 0,68 SDS).

De forma global, la talla adulta de las pacientes
afectas de PPC fue significativamente inferior a la

prevista al diagnodstico, aunque dentro de los £5 cm
de error del método BP. Aunque el tamafo muestral
referente a talla adulta fue pequefio y debe incre-
mentarse, parece que la talla final esté influenciada
negativamente por el tiempo de tratamiento por
analogos de GnRH y que el crecimiento tras la reti-
rada del mismo es muy importante para alcanzar
una talla 6ptima. Estos hechos nos deben hacer re-
flexionar sobre el tiempo idoéneo de tratamiento.

(A partir de 2019 podremos presentar los datos de
200 pacientes a talla adulta).

2. indice de masa corporal y sindrome metabdli-
co (34, 40, 41)

La influencia del tratamiento con aGnRH en la evo-
lucién del IMC en nifias con PPC idiopatica no esta-
ba clara. Pocos estudios se han centrado en los
cambios de peso corporal en esta poblacion de pa-
cientes, informando resultados discordantes. En
efecto, algunos autores sefialan que el tratamiento
con GnRHa esta asociado con el aumento de peso
(42,43 v que esta condicién puede persistir después
de la retirada del tratamiento. Este posible efecto
secundario es importante, ya que la propia PPC se
asocia con frecuencia al sobrepeso 4. Por lo tanto,
las preocupaciones sobre el uso de GnRHa trata-
miento, especialmente en los nifos con sobrepeso,
han aumentado “®. Sin embargo, como se ha indi-
cado anteriormente, los hallazgos reportados hasta
la fecha son controvertidos. En efecto, mientras que
algunos autores informan que el tratamiento con
GnRHa se asocia con el aumento de peso, otros es-
tudios no indican relacion entre el tratamiento con
GnRHa y un aumento del indice de masa corporal
(IMC), mientras que dos estudios demostraron una
disminucion del IMC con el tratamiento con GnRHa
(41,48 Estos hallazgos inconsistentes podrian estar
relacionados con varias razones incluyendo: 1. di-
ferentes disefios de estudio, aunque la mayoria de
los estudios son retrospectivos; 2. etiologia hetero-
génea, incluyendo CPP organico e idiopatico; 3. di-
ferentes rangos de edad y estados de peso al inicio
del tratamiento con GnRHa, y 4. diferentes estrate-
gias de tratamiento y tiempos de seguimiento.

Efectos del tratamiento con aGnRH sobre el
IMC. Registro espariol PUBERE

En el afio 2016 publicamos los resultados prelimina-
res de la evolucién del indice de Masa Corporal en
nifas con PPC idiopatica tratadas con anélogos de
GnRH hasta la talla adulta 9. Analizamos los datos
de 333 nifias (22,2 % adoptadas). Presentamos da-
tos de seguimiento de 6, 12, 24, 36, 48, 60 meses y
de talla adulta de 269, 232, 198, 153, 105, 56 y 49
nifas respectivamente. Durante el tratamiento,
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hubo un incremento del IMC-SDS de 0,43 + 1,17
(95% CI: 0,20-0,64). A talla adulta (n = 49), IMC-
SDS fue 1,51 + 1,38, que era 0,60 + 1,09 mayor que
al diagnéstico (95% CI: 0,43-0,75) (Figura 1). Con-
cluimos que durante el tratamiento con aGnRH, las
nifas experimentaban un aumento significativo del
IMC-SDS que persistia tras interrumpir el tratamien-
to y se habia alcanzado la talla adulta.

Figura 1. Evolucidon del indice de masa corporal
(BMI) en SDS desde el diagndstico hasta talla adulta.
n :749
2.0 4
1.5
n=182

A [
2 1.0 |
E ni= 333

0.5 | i

0 T T
Diagnosis End of treatment Adult height

(Gréfico tomado de ref 39).

Por tanto, parece prudente recomendar realizar se-
guimiento de IMC en las nifas tratadas e indicar
habitos higiénico-sanitarios saludables para preve-
nir el sobrepeso y la obesidad.

3. Funcion reproductora y riesgo de sindrome de
ovario poliquistico

Parece clara la reversibilidad de la supresion pre-
sentandose la menarquia a los 1,2 afios de media.
En la ultima década, en USA disponen de un im-
plante subcutaneo liberador de histrelina de forma
continua durante al menos 1 afio. El tiempo medio
entre la retirada del implante y la menarquia es me-
nor (2-36 meses).

En el registro PUBERE, la edad de la menarquia se
produjo de media a los 11,1 afios (rango 7,41-14).
El tiempo transcurrido desde el fin del tratamiento a
la menarquia fue de 13,6 meses (rango: 0,4 a 28
meses), coincidiendo con datos referidos de otros
estudios.

También parece evidente la preservacion en la ferti-
lidad. La frecuencia de gestaciones complicadas
(pre-eclampsia o abortos) es comparable entre mu-
jeres tratadas y controles 7). Ademas, el porcentaje
de mujeres que precisaron induccion de la ovula-
cién o técnicas de fecundacion in vitro fue mayor en

las no tratadas, sugiriendo un efecto protector del
tratamiento supresor en el prondstico reproductivo
de la mujer con PPC.

Por otro lado, los valores de hormona antimulleriana
como marcador de reserva folicular, no se modifica-
ron, antes, durante ni tras el tratamiento con aGn-
RH, en 505 nifias tratadas “®.

El volumen ovarico superior a 10mL fue similar en
PPC tratadas que en controles sanas de la misma
edad. El desarrollo de sindrome de ovario poliquis-
tico en mujeres con antecedente de PPC es un pun-
to controvertido en la literatura, con datos limitados
y criterios heterogéneos entre estudios. El hiperan-
drogenismo clinico parece mas frecuente en las
PPC que en controles siendo el riesgo relativo el do-
ble en las no tratadas vs las tratadas. Entre las trata-
das, algunas recibieron acetato de ciproterona con
resultados similares a los aGnRH en este sentido,
sugiriendo que es la supresion puberal per se la
que reduce el riesgo de SOP, mas que el tipo de
tratamiento “). Esta cohorte histérica de mujeres de
Israel de 27-50 afios de edad, también nos muestra
que no existe mayor indice de enfermedad cardio-
vascular ni de cancer en mujeres con antecedente
de PPC (tratadas o no).

Los datos disponibles sobre los resultados repro-
ductivos en el varén tratado por PPC son escasos,
el espermiograma realizado en 6 varones adultos
fue normal y el aumento de volumen testicular tras
retirar el implante de histrelina se observo en el pri-
mer afio tras retirarlo en 5 mas (?2.28),

4. Densidad mineral 6sea

Pocos estudios han evaluado la DMO durante el tra-
tamiento con aGnRH en PPC, mostrando ninguno o
minimos cambios en los parametros de DMO. Un
grupo encontré DMO normal para la edad cronolo-
gica, pero disminuido para edad ¢sea tras 2 afos
de tratamiento con aGnRH “®. Otro reportd una dis-
minucion al interrumpir el tratamiento pero que re-
cuperaba al restablecerse la funcién gonadal ©4.
Asi la DMO no parece afectada por la PPC y el tra-
tamiento con aGnRH no parece provocar un detri-
mento en la adquisicion de masa 6sea a largo pla-
zo.

5. Direcciones futuras.

La expansion del uso de histrelina fuera de USA
como modalidad terapéutica esta por determinar.

Existe un déficit en el conocimiento de la posible
asociacion entre PPC y problemas psicoldgicos y si
los tratamientos frenadores alivian este aspecto ©9.
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Conclusiones

El tratamiento con aGnRH es eficaz en restau-
rar el potencial de crecimiento en la mayorfa de
nifios con PPC menores de 6 afios de edad.

Los nifios con PPC experimentan un incremen-
to de IMC durante el tratamiento con aGnRH,
pero no parece causar o agravar su obesidad.

Los datos a largo plazo no muestran conse-
cuencias adversas del tratamiento con aGnRH
sobre la densidad mineral 6sea.

La funcion gonadal esta preservada tras inte-
rrumpir el tratamiento, con potencial reproduc-
tor normal e incluso se ha sugerido un efecto
protector del tratamiento sobre el mismo. Los
datos sobre la correlacion entre PCOS y aGn-
RH son discordantes.

Se precisan datos para evaluar el impacto de
aGnRH sobre factores psicolégicos asi como la
fertilidad y salud de la descendencia.

Conflicto de intereses

No existe conflicto de intereses.
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CASO CLINICO 1
Motivo de consulta

Nifio de 8 afios y 4 meses en seguimiento por ante-
cedente de hipotiroidismo transitorio.

Anamnesis y examen fisico

Paciente varén nacido fruto de un embarazo no con-
trolado, cesarea judicial a las 36 semanas, madre
biologica HIV y hepatitis B positiva, adicta a heroina
en tratamiento con metadona y probablemente con-
sumidora crénica de alcohol durante el embarazo.
Adoptado a los 16 meses de vida. Controlado espo-
radicamente en el Servicio de Endocrinologia Pedia-
trica por el antecedente de hipotiroidismo neonatal
transitorio motivo por el que recibio tratamiento con
L-tiroxina hasta los 5 afios. Talla estable sobre per-
centil 3 (talla genética desconocida). A los 8 afios y
4 meses comienza con los primeros signos de desa-
rrollo puberal (testiculos de 4 ml de Prader, P2, Aa),
altura de 122 cm (-2 SDS), IMC 21 (+1,3 SDS) y una
velocidad de crecimiento de 4,2 cm/afio (-1,8 SDS),
sin otros hallazgos de interés.

CASO CLINICO 2
Motivo de consulta
Nifio de 9 afios remitido a la consulta por estanca-

miento estatural e inicio de caracteres sexuales se-
cundarios.

Correspondencia:

Paula Sol Ventura Wichner

Fundacié Hospital de Nens, Barcelona
E-mail: paulasolventura@hotmail.com

Anamnesis y examen fisico

Recién nacido a término, peso adecuado para
edad gestacional producto de un embarazo contro-
lado. Hijo de madre diabética y padre sano con talla
genética de 190,7 cm (> p97). Acude al Servicio de
Endocrinologia Pediatrica a los 9 afios por presen-
tar estancamiento estatural desde los 7 afios de
edad, habiendo mantenido un crecimiento en p50
de talla hasta los 6 afios de edad. Por otra parte,
refiere inicio de caracteres sexuales secundarios.
Nifio con funciéon cognitiva normal y muy buen ren-
dimiento escolar. Al examen fisico se observan sig-
nos de inicio de desarrollo puberal (testes en bol-
sas de 4 ml de Prader, P2, Aa) altura de 126 cm
(-1,8 SDS), IMC 19 (0,4 SDS), velocidad de creci-
miento de 0,6 cm/afio (-6,8 SDS).

CASO CLIiNICO 3
Motivo de consulta

Nifia de 6 afios y 3 meses remitida a la consulta por
pubarquia de un afio de evolucion.

Anamnesis y examen fisico

Recién nacida pretérmino (36 semanas), pequefia
para edad gestacional, con peso al nacer 1.560 g
(-2,4 SDS) y longitud al nacer de 41 cm (-2,7 SDS),
producto de un embarazo controlado. Hijo de pa-
dres sanos con talla genética de 164 cm (p50-75).
Acude al Servicio de Endocrinologia Pediatrica a
los 6 aflos y 3 meses por presentar pubarquia des-
de los 5 anos y medio de edad, sin axilarquia ni in-
cremento del olor corporal. Talla estable sobre p25
hasta el momento de la primera consulta. Al exa-
men fisico se observa pubarquia (P2), no se eviden-
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cia telarquia (S1), altura de 115 cm (-0,6 SDS), IMC
15 (-0,5 SDS), velocidad de crecimiento de 4 cm/
afio (-2,5 SDS).

CASO CLINICO 4
Motivo de consulta

Nifio de 5 afios que consulta por aumento de veloci-
dad de crecimiento.

Anamnesis y examen fisico

Hijo de padres sanos no consanguineos. Talla dia-
na de 186,5 cm (> p97). Fruto de un embarazo
controlado, con sospecha por ecografia de cuadro
malformativo (agenesia de cuerpo calloso y ecta-
sia piélica detectados prenatalmente). Parto a tér-
mino y eutdcico. PRN: 3.380 g; LRN: 54,5 cm; PC:
35,5 cm. Ingreso en Unidad Neonatal para estudio
de cuadro  sindrébmico.  Cariotipo: 47, XY
+8[16]/46,XY [34]. Crisis convulsivas en periodo
neonatal con buena evolucién posterior. Opacidad
corneal congénita, siringomielia y escoliosis. Inter-
venido a los 3 afios y medio de hernia inguinal de-
recha asociada a criptorquidia ipsilateral y galacto-
cele derecho. Intervenido unos meses después de
galactocele izquierdo. En un control clinico realiza-
do a los 5 anos y 3 meses de edad se aprecia au-
mento notable de velocidad de crecimiento. Su ta-
lla es de 117,7 cm (+1,16 SDS) y su velocidad de
crecimiento desde el anterior control clinico de
10,8 cm/afio (+4,17 SDS).

CASO CLINICO 5

Motivo de consulta

Nifia de siete meses que consulta por telarquia y
episodio de sangrado vaginal.

Anamnesis y examen fisico

Lactante de sexo femenino de 7 meses y 25 dias,
hija de padres sanos. Abuela paterna afecta de en-
fermedad de Graves Basedow. Fruto de una gesta-
cion controlada. Parto inducido a las 40 semanas
por sospecha de pérdida de bienestar fetal. PRN

2.760 g (-1,4 SDS), LRN 48 cm (-1,09 SDS). APGAR
8/9. Periodo perinatal normal. Sin otros anteceden-
tes de interés. En la revision de los 7 meses de
edad refieren aparicion reciente de telarquia y pre-
sencia de vello pubiano incipiente junto con un epi-
sodio de sangrado vaginal aislado. Longitud de
72,5 cm (+1,43 SDS) y velocidad de crecimiento
de 30,6 cm/afio (+ 12,8 SDS). Presenta a la inspec-
cion telarquia bilateral, sin signos de sangrado va-
ginal activo.

CASO CLIiNICO 6
Motivo de consulta

Adolescente de 17 afios que consulta por retraso
en la aparicion de caracteres sexuales secunda-
rios.

Anamnesis y examen fisico

Hijo de padres sanos. Talla diana de 173,9 cm
(-0,55 SDS). Padre madurador tardio. Resto de an-
tecedentes familiares sin interés clinico. Gestacion
de curso normal. Parto a término con presentacion
de nalgas, sin otras incidencias perinatales. Mastoi-
ditis que requirio cirugia al afio de edad. Su médico
de cabecera lo remite a la consulta por ausencia de
desarrollo puberal. En la primera evaluacion, con
una edad de 17 aflos 2 meses, presenta una talla
de 165,5cm (-1,39 SDS), un peso de 48,4 kg (- 1,76
SDS) y un IMC de 17,7 (-1,5 SDS). No presenta dis-
morfias, no se evidencia bocio y se objetiva un esta-
dio puberal Tanner I: testiculos en bolsas de 3 ml de
Prader, P2, Aa.

CONSENTIMIENTO

Los padres o tutores de los pacientes han dado su
consentimiento informado para la presentacion de
los casos como publicaciones y actividad docente.
CONFLICTO DE INTERESES

Los autores declaran que no presentan ningun con-

flicto de intereses en relacion con esta presenta-
cion.
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