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Resumen

Objetivo: documentar una nueva anomalia
estructural del X pesquisada al evaluar citoge-
néticamente a una mujer con falla ovdrica
prematura (POF). Paciente: mujer de 39
afios de edad con amenorrea secundaria desde
los 33 afios. Hija tinica producto del segundo
embarazo, terminando el primero en aborto
espontdneo de un matrimonio sano no con-
sanguineo. Edad materna al nacimiento: 42
afios. Antecedentes importantes: en primera
infancia episodios febriles convulsivos que
MOLIVAYOn VArias Internaciones; menarca a
los 12 arios; menstruaciones mds o menos re-
gulares hasta los 25 afios e irregulares hasta
los 33, época en que prdcticamente desapare-
cieron las menstruaciones. Escolaridad pri-
maria completa, aunque con dificultades en
los diltimos dos afios, especialmente en mate-
mdticas. Altura 1.60 m, peso 82.5 kg, carac-
teristicas sexuales secundarias femeninas nor-
males. Estudios hormonales FSH, LH, Estra-
diol, Prolactina y TSH fueron 42.2mU/ml,
38.4mU/ml, 70.93pg/ml, 11.5ng/ml, y
1.53uUl//ml, respectivamente. La ecografia
ovdrica no evidencid microfoliculos. Méto-
dos: a) estudios citogenéticos convencionales y
por FISH, y b) estudios moleculares por PCR
de: Fra-X, STRs X22, DXS1068, DXS1055,
DXS1684, DXS15, inactivacion preferencial
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del X y estudio de filiacion. Resultados: el es-
tudio citogenético evidencid una duplicacion
de casi todo el brazo corto desde Xpter hasta
Xp11.3 translocado en el brazo largo del mis-
mo X, parcialmente deficiente desde Xq27
hasta Xqter. El cariotipo del padre resulté
normal, mientras que el de la madre falleci-
da se desconoce. El estudio por FISH con las
sondas del Kallmann y Xp / Yp evidencid du-
plicacion de dichas zonas en el cromosoma X
andmalo. El dinico alelo Fra-X no coincidié
con el del padre. El tinico alelo del X22 coin-
cidid con uno de los alelos del padre; uno de
los alelos DXS1068 y DXS1055 concords con
el padre, el alelo DXS1684 coincidid con el
del padre, mientras que el DXS15 no. El es-
tudio de paternidad evidencid coincidencia
en uno de los alelos en todos los STRs anali-
zados en el padre y en la propdsito. El estudio
de inactivacion del X en la propdsito mostrd
un patrén netamente preferencial de inacti-
vacion, correspondiendo al X andmalo. Con-
clusiones: el presente caso contribuiria con un
caso mds de POF por deficiencia de la porcidn
distal del brazo largo del X. Si bien el estudio
de la pre-mutacion Fra-X es indicado por su
asociacion con POE la documentacion de la
existencia de un solo alelo del triplete CGG,
como en el presente caso, puede ser indicativo
de delecion Xqter en la region donde mapean
los genes del POF1. Por otro lado, a los fines
prdcticos la evaluacion genética de la falla
ovdrica con cariotipo aparentemente normal
deberia incluir el estudio de los alelos Fra-X y
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su comparacion con los de los progenitores. El
hallazgo de una premutacion, la disminucion
significativa en el niimero de repeticiones
CGG o la ausencia completa del alelo Fra-X
podrian ser los responsables del POE

Palabras claves: falla ovdrica prematura, de-
plecion prematura de foliculos ovdricos, de-
tencion de la foliculogenesis antes de los 40
afios, defecto estructural en el cromosoma X,
deficiencia parcial de Xqter y duplicacion
parcial de Xpter, delecion del gen FMRI.

Structural anomaly of
X chromosome associated to
premature ovarian failure

Summary

We present the finding of a woman with pre-
mature ovarian failure (POF) associated to a
novel structural anomaly of one of the X chro-
mosome, which implies partial deficiency of
the distal part of the long arm of the X, from
Xq27 to Xqter, and partial trisomy of almost
all short arm of the X chromosome, from Xp-
ter to Xpl1.3. The paternal karyotype was
normal, the maternal was unknown. As it is
well known the association between POF and
the premutation Fra-X we performed molecu-
lar analysis of premutation Fra-X. The pro-
band showed only one allele noncoincident
with the paternal allele. Besides we performed
other molecular studies to precise the structu-
ral anomaly of the X and to determine the ori-
gin of the anomaly. The results of molecular
studied allows to us conclude that the chromo-
somal anomaly was "de novo" during pater-
nal gametogenesis. The present case constitute
other case of POF by deficiency of the distal
portion of the long arm of the X. Although the
study of the pre-mutation Fra-X is indicated
by its association with POE the documenta-
tion of only one allele of the triplet CGG as in
the present case, is indicative of Xqter deletion,
involving the region where are located the
POF genes. On the other hand, to the practi-

cal point of view in all women with normal

karyotype and POF should be studied for pre-
mutation FRA-X. Either the absence of one
allele of the triplet CGG, or an allele with mo-
re than 45 repeats could produce POE

Key words: premature ovarian failure, pre-
mature depletion of ovarian follicles, arrest

Jolliculogenesis before the age 40 y. o., structu-

ral defect of X chromosome, partial deficiency
Xqter-partial duplication of Xpter, deletion of
FMRI gene.

Introduccién

Se define como falla ovdrica prematura
(POF) a la pérdida de la funcién ovérica an-
tes de los 40 afos luego de un desarrollo pu-
beral normal (Coulam, 1982). Su incidencia
estd estimada en 0.1% en mujeres entre 30 y
39 afos, y en un 1% en mujeres entre 40 y
49 afios. En general, previo a instalarse la fa-
lla ovdrica prematura la edad de la menarca
y los ciclos menstruales son normales. Esta-
blecida la amenorrea los niveles de gonado-
trofinas y estradiol corresponden a los de las
mujeres menopdusicas. Si bien dentro de las
causas etiolégicas de la POF figuran los de-
s6rdenes genéticos, inmunoldgicos, metabd-
licos e iatrogénicos, tales como cirugfas o da-
fios del tejido ovdrico debido a las radiacio-
nes o quimioterapia, la mayorfa son idiopd-
ticas (Coulam y col, 1983).

Dentro de las causas cromosémicas, la mo-
nosomia total o parcial del X y las transloca-
ciones reciprocas involucrando o no al X son
las mds conocidas (Davis y col, 2000).

Se comunica el hallazgo de una duplica-
cién parcial de casi todo el brazo corto del
cromosomas X conjuntamente con la defi-
ciencia de la porcién distal del brazo largo
del X en una mujer que consulté por infer-
tilidad y falla ovérica prematura.

Paciente y métodos
La paciente nos fue referida a los 39 afios
de edad para evaluacién citogenética por
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presentar una amenorrea secundaria desde
los 33 afios.

Es tinica hija de un matrimonio sano y no
consanguineo producto del segundo emba-
razo, terminando el primero en aborto es-
pontdneo del primer trimestre. Edad ma-
terna al nacimento: 42 afios. Tiene como
antecedente importante en primera infan-
cia episodios febriles convulsivos que moti-
varon varias internaciones. Menarca a los
12 anos. Relata que tuvo menstruaciones
mds o menos regulares hasta los 25 afos e
irregulares a hasta los 33 afios, edad en que
précticamente desaparecieron las menstrua-
ciones. Escolaridad primaria completa,
aunque con dificultades en los dltimos dos
anos, especialmente en matemdticas.

Mide 160.0 cm y pesa 82.5 kg. Caracte-
risticas sexuales secundarias femeninas nor-
males.

Estudios hormonales FSH, LH, Estra-
diol, Prolactina y TSH fueron 42.2 mU/ml,
38.4mU/ml, 70.93 pg/ml, 11.5ng/ml, y
1.53 uUI//ml, respectivamente.

Ecograffa ginecoldgica: evidencié a am-
bos ovarios de similar tamafio 17x13 mm
sin microfoliculos.

Estudios citogenéticos

a) Convencional

Linfocitos de sangre periférica estimula-
dos con PHA fueron cultivados a 37° C du-
rante 72 hs en medio Ham F10 suplemen-
tado con suero fetal bovino para la obten-
cién de las placas metafdsicas de acuerdo a
Moorhead y col, 1960. GTG banding fue
realizado con tripsina-giemsa (Comings,
1978), y R banding RFA por fluorescencia
con naranja de acridina (Dutrillaux y Le-
jeune, 1971).

b) Molecular por FISH

Las preparaciones cromosémicas fueron hi-
bridadas con las siguientes sondas de Vysis":
* La del locus del Kallmann en Xp22.3

préxima al gen SHOX.

 La Tel Xp/Yp.

Estudios moleculares por PCR
El ADN gendmico de la paciente y el pa-

dre fue extraido a partir de sangre periféri-

ca siguiendo el protocolo de Wizard, Geno-
mic DNA purification Kit de Promega.
Se analizaron por QF-PCR:

* Las repeticiones del triplete CGG del gen
FMRI1 (Fra-X).

* La regién pseudoautosémica PAR2 con el
STR X22.

* La regién Xp11.4-Xp11.3 con los STRs:
DXS1068 y DXS1055.

e La regi6n distal Xg28 con los STRs:
DXS1684 y DXS15.

* Inactivacién preferencial del X con las re-
peticiones CAG del gen AR luego de di-
gestion enzimdtica con Hpall.

* Estudio de paternidad.

Primers utilizados en las PCRs:

* Fra-X
F 5 viccAGC CCC GCA CTT CCA
CCA CCA GCT CCT CCA 3’
R 5" GCT CAG CTC CGT TTC GGT
TTC ACT TCC GGT 3’

* PAR2
X22F 5’pet- TAATGA GAG TTG GAA
AGAAA Y
X22R 57 CCC ATT GTT GCT ACT
TGA GA 3

* Regién Xp11.4-Xp11.3
DXS1068F 5’vic —ATT ATG ACT AAG
GTT CTAGGGACAC?Z
DXS1068R 5" CTG AGA ACA CGC
TGTTITTTAC?Z

DXS1055F 5° CTC TAT GGG ATA
CACTGTTCT GGG ¥

DXS1055R 5’ned- GGA ATG CAT
CCC CAT CAT TAA 3’

* Xq28
DXS1684F 5fam- AGC ACC CAG
TAA GAG ACT GAAC 3
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DXS1684R 5 CCT CAG TGG CAA
CCA CTG AAG ¥

DXS15F 5’ fam- AGC ACA TGG TAT
AAT GAACCT CCACG ¥

DXS15R 5" CAG TGT GAG TAG CAT
GCT AGCATT TG 3

* Estudio de paternidad
Kit de Promega GenePrint STR System.

* Repeticiones CAG e inactivacién del X
165-hAR-CAG-F 5fam-GTG CGC
GAA GTGATC CAGAA ¥
392-hAR-CAG-R 5TAG CCT GTG
GGG CCT CTA CG¥

Con el estudio de los alelos CAG previo y
post-digestién enzimdtica con la enzima
Hpall, la que digiere segmentos no metila-
dos, o sea, el X activo.

Los productos amplificados fueron analiza-
dos por electroforesis capilar usando un ABI
prism TM 310 Genetic Analyser de Applied

Biosystems, usando el software GeneScan.

Resultados
a) Estudio citogenético:
El andlisis con bandas G mostré un cro-

Figura 1. Meta-
' fase bandeada G
'“ i 4 y cariotipo parcial
Ll T mostrando los dos
4 cromosomas X:
- 46, X der (X),(Xp-
~ terdXq27:Xpl1.
Wt 3&Xpter).
n o plil --. -
-
L
1 '] -I-: T —
X der(X)

mosoma X estructuralmente anormal con
deficiencia-duplicacién parcial de ambos
brazos: duplicacién de casi todo el brazo
corto desde Xpter hasta Xp11.2 y deficien-
cia desde Xq27-28 hasta Xqter.

Cariotipo 46,X,der(X)t(X;X),(p11.3;q27).
(Figura 1)

El cariotipo del padre fue normal. El de la
madre fallecida no fue posible.

El bandeo R con naranja de acridina reve-
16 en todas las células analizadas al cromo-
soma X estructuralmente anormal con un
patrén de replicacién tardio (inactivo). (Fi-
gura 2)

b) Estudio por FISH:

Con las sondas de Kallmann y tel Xp/Yp
evidencia la duplicacién de dichas zonas en
ambos brazos del X anémalo (Figuras 3 y 4
respectivamente).

¢) Estudio molecular por PCR:

* FraX

La propésito presenté un tnico alelo del
triplete CGG (Fra-X) de 276 bp (19 repe-
ticiones). El padre present6 un alelo de 303
bp (28 repeticiones). Ambos alelos con un
nimero normal de repeticiones para Fra-X.
El dnico alelo del triplete FRA-X que se
evidencié en la propésito no es coincidente
con el alelo paterno. (Figura 5)

Figura 2. Merafase parcial bandeo R con naranja
de acridina evidenciando al der (X) con un patrén
de replicacion tardia (inactivo).
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e PAR 2

Con el STR X22 (PAR 2) el tnico alelo de
la propésito (202 bp) coincide con uno de
los alelos paternos (202 y 231 bp). (Figura 6)

* Regién Xp11.4-Xp11.3

El STR DXS1068 de brazo corto del X
evidencié dos alelos en la propésito (132
y 139 bp) y uno fue coincidente con el
tnico alelo del padre (132 bp). (Figura 7)

Figura 3. Metafase hibridada con sonda para
Kallmann (la senal verde es de centrémero de X y la
sefial roja corresponde al locus especifico para
Kallmann). En el der X se observa la duplicacion del
locus para Kallmann (seial roja en ambos brazos).

Figura 4. Metafase hibridada con sonda Tel Xp/Yp.
En el der X se observa la duplicacion de la region
telomérica Xp (senial verde en ambos brazos).

Se observé una relacién 2:1 de los alelos,
correspondiendo la proporcién 2 al alelo
paterno.

El STR DXS1055 también de brazo
corto del X evidencié dos alelos en la pro-
pésito (107 y 111 bp) y uno fue coinci-
dente con el tnico alelo del padre (111
bp), (Figura 8). Se observé una relacién
1:1 de los alelos.

Figura 5. Electroferograma de FRA X.
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En el panel A se observa un solo pico verde de 303 bp correspondiente al
padre. En el panel B se observa un solo pico verde de 276 bp correspon-
diente a la propdsito y no coincidente con el alelo paterno. Los picos de co-
lor naranja corresponden a un marcador de peso molecular.

Figura 6. Electroferograma de PAR 2 (X22).
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En el panel A se observan dos picos rojos de 202 bp y 231 bp correspon-
diente al padre. En el panel B se observan solo pico rojo de 202 bp corres-
pondiente a la propdsito y coincidente con el alelo paterno. Los picos de
color naranja corresponden a un marcador de peso molecular.
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Figura 7. Electroferograma correspondiente a Xp
del STR DXS1068.
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El panel A corresponde al padre: se observa un solo pico verde de 132 bp.
El panel B corresponde a la propésito: se observan dos picos verdes de 132
bp y 137 bp, siendo el primero coincidente con el alelo paterno. Los picos
de color naranja corresponden a un marcador de peso molecular.

Figura 8. Electroferograma  correspondiente a Xp
(STR DXS1055).
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En el panel A correspondiente al padre se observa un solo pico negro de
111 bp. En el panel B de la propdsito se observan dos picos negros de 107
bp y 111 bp, siendo el Gltimo coincidente con el alelo paterno. Los picos de
color naranja corresponden a un marcador de peso molecular.

* Xq28

El STR DXS1684 de la porcién distal de
brazo largo de X evidencié un solo alelo en
la propésito (137 bp) coincidente con el
alelo paterno. (Figura 9)

El STR DXSI15 también de la porcién
distal de brazo largo de X evidencié un solo
alelo en la propésito (150 bp) no coinciden-
te con el alelo paterno (155 bp). (Figura 10)

* Repeticiones CAG e inactivacién del X

La amplificacién del triplete CAG previo
a la digestién enzimdtica en el padre evi-
dencié un solo alelo de 197 bp, mientras
que en la propésito evidencié dos alelos de
197 y 213 bp (Figura 11a). Posterior a la
digestién no se observé ningun alelo inacti-
vo en el padre, ya que el tinico X que posee
es activo. En la propésito se evidencié un
solo alelo correspondiente al alelo paterno

de 197 bp. (Figura 11b)

Figura 9. Electroferograma de Xq (STR DXS15).
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En el panel A correspondiente al padre se observa un solo pico azul de 155
bp. En el panel B correspondiente a la propdsito se observa un solo pico
azul de 151 bp no coincidente con el alelo paterno. Los picos de color
naranja corresponden a un marcador de peso molecular.

Figura 10. Electroferograma de Xq (STR DXS1684).
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En el panel A correspondiente al padre se observa un solo pico azul de 137
bp. En el panel B correspondiente a la propdsito se observa un solo pico
azul de 137 bp coincidente con el alelo paterno. Los picos de color naranja
corresponden a un marcador de peso molecular.
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Figura 11a. Electroferograma de las repeticiones
CAG del gen AR previo a la digestidn enzimdtica.
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En el panel A correspondiente al padre se observa un solo pico azul de 197
bp. En el panel B correspondiente a la propdsito se observan dos picos azu-
les de 197 y 213 bp, siendo el primero coincidente con el alelo paterno.

Figura 11b. Resultados para las repeticiones CAG
luego de la digestion enzimdtica con Hpa II.
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En el panel A correspondiente al padre no se observa ninglin pico inactivo,
concordando el resultado con el Gnico X activo que posee el padre. En el
panel B correspondiente a la propdsito, a diferencia de la figura 11a, se
observa un solo pico azul de 197 bp correspondiente al X que se encuentra
inactivo en la propésito y es coincidente con el alelo paterno. Los picos de
color naranja corresponden a un marcador de peso molecular.

* Estudio de paternidad

El estudio de paternidad evidencié coinci-
dencia en uno de los alelos en todos los STRs
analizados en el padre y en la propésito.

Discusion

La anomalfa estructural de un cromoso-
ma X con duplicacién de la mayor parte del
brazo corto pegado en el brazo largo distal-

mente delecionado es un evento raro. En
los pocos casos comunicados la talla alta fue
el estigma fisico sobresaliente.

En la parte distal del brazo corto de ambos
cromosomas sexuales mapea el gen SHOX,
el cual tiene implicancia en el desarrollo
pondoestatural (Rao y col, 1997). Ademds,
en la regién distal del brazo largo del cro-
mosoma X, en Xq28, se encuentran una se-
rie de genes que tienen implicancia en el de-
sarrollo ovérico (Prueitt y col, 2000).

En este reporte presentamos una mujer
con talla normal y falla ovdrica prematura
con una anomalfa estructural del X que se
interpreté como ocurrida de novo en la ga-
metogénesis del padre. El estudio citogené-
tico evidencié una deficiencia-duplicacién
parcial de ambos brazos de uno de los cro-
mosomas X con duplicacién de casi todo el
brazo corto desde Xpter hasta Xp11.3 y de-
ficiencia Xqter desde Xq27 hasta Xqter. El
cariotipo del padre fue normal. El de la ma-
dre fallecida no fue posible. La duplicacién
parcial Xp fue corroborada por FISH con
las sondas Kallmann y Tel Xp/Yp, indican-
do la triple dosis del PARI-SHOX genes.
A diferencia de los trabajos previos repor-
tando talla alta por la triplicacién del
SHOX, la paciente tiene una talla normal
correspondiente a la talla genética de los
padres. Como la propésito tuvo desarrollo
puberal espontdneo, la talla normal en
nuestra paciente concordarfa con la hipéte-
sis de Ogata, en la que la triplicacién del
SHOX en ausencia de estrégenos serfa la
responsable de la talla alta (Ogata y col,
2000). Sin embargo, a pesar de tener un
desarrollo sexual normal, la paciente previo
a consultar por esterilidad relata ciclos irre-
gulares primeramente y amenorrea secun-
daria posteriormente. Es conocido que pa-
ra el desarrollo ovdrico normal son necesa-
rios dos cromosomas X normales. La pa-
ciente presenta una amenorrea secundaria
de larga data y tiene un X estructuralmente
anormal que implica duplicacién de casi
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todo el brazo corto con deficiencia de la
porcién distal del brazo largo.

Si bien la etiologfa del POF es compleja,
la exclusién de desérdenes autoinmnes, ra-
diaciones y quimioterapia en el presente
caso favorece a la anomalia del X como la
causante del trastorno. De hecho, la aso-
ciacién de POF con anomalias del X ha si-
do comunicada varias veces (Schlessinger y
col, 2002). Mientras que las trisomias par-
ciales o completas del X no tienen tanta in-
fluencia con la fertilidad, las deficiencias
completas o parciales sf la reducen y acor-
tan la vida reproductiva, siendo la severi-
dad del trastorno reproductivo proporcio-
nal al segmento deficiente de X, desde Xp-
ter/Xqter hasta el centromero. Skibsted y
col, en 1984 fueron los primeros en docu-
mentar que la regién critica para la funcién
ovdrica normal abarcaba desde Xq13 hasta
Xq26-q28. Sobre esos hallazgos y otros
posteriores se postularon dos loci para POF
ligados al X: el POF1 localizado en Xq26-
q28 y el POF2 en Xq13.3-q22 (Tharapel y
col, 1993 y Powell y col, 1994). Marozzi y
col, en el 2000 con el estudio de 6 porta-
doras de rearreglos del X concluyeron que
la zona POF1 abarcaba Xq26.2 hasta q28.
Posteriormente Eggermann y col en el
2005 estrechan atin mds la zona desde
Xq27.2 hasta q28.

Siendo reconocida la asociacién de Fra-X
y POE y ademds porque el estudio citoge-
nético de la propésito involucraba dicha re-
gién, se analizaron las repeticiones CGG del
gen FMRI. Dicho estudio evidencié un so-
lo alelo en la propésito, el cual diferfa del
alelo paterno. Este hallazgo, a pesar de no
haber podido estudiar a la madre, nos per-
mitié inferir que la anomalia estructural del
X ocurrié durante la gametogénesis del pa-
dre, al igual que el caso comunicado por
Ogata y col en el 2000. Esta inferencia fue
sostenida por los resultados del estudio de 5
marcadores ligados al X: el X22 que mapea
en Xq/Yq, DXS1684 y el DXS15 que ma-

pean en Xq28; y los marcadores DXS1068
Y DXS1055 que mapean en Xp11.3-p11.4.

De los marcadores de brazo corto usados,
el DXS1055 evidencié dos alelos en la pro-
pésito, en la proporcién 1:1; mientras que
el DXS1068 dos alelos en la proporcién
2:1, coincidiendo el que estd en doble pro-
porcién con el alelo paterno; por lo tanto,
estos hallazgos refuerzan la hipétesis del
origen paterno del cromosoma X anormal y
del punto de rotura en Xp11.3.

De los marcadores de brazo largo usados,
el DXS15 mostré un solo alelo no coinci-
dente con el paterno, por lo tanto, el alelo
materno debe haber tenido 151 bp. Los
marcadores DXS1684 y X22 evidenciaron
un solo alelo en la propdsito pero coinci-
dente con el alelo paterno; probablemente
la madre haya tenido los mismos alelos.

El estudio de inactivacién del X en la pro-
pésito mostré un patrén netamente prefe-
rencial de inactivacién, correspondiendo al
X anémalo. Este hallazgo explicaria el feno-
tipo précticamente normal presente en la
paciente, concordando con lo ampliamente
reconocido en la literatura respecto de la
inactivacién preferencial de los X estructu-
ralmente anormales.

Conclusion

El presente caso contribuirfa con un caso
mds de POF por deficiencia de la porcién
distal del brazo largo del X. Si bien el estu-
dio de la pre-mutacién del gen FMRI es
indicado por su asociacién con POE la do-
cumentacién de la existencia de un solo ale-
lo del triplete CGG, como en el presente
caso, puede ser indicativo de delecién Xq-
ter en la regién donde mapean los genes del
POFI. Por otro lado, a los fines précticos la
evaluacién genética de la falla ovdrica con
cariotipo aparentemente normal deberfa
incluir el estudio de los alelos Fra-X y su
comparacién con los de los progenitores. El
hallazgo de una premutacién, la disminu-
cién significativa en el nimero de repeti-
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ciones CGG o la ausencia completa del ale-
lo Fra-X podrian ser los responsables del

POE
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