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Abreviaturas

ADPM - atraso de desenvolvimento psicomotor

AE — aborto espontaneo

ArrayCGH - Array Comparative Genomic Hybridization

DC — défice cognitivo

DNA — desoxirribonucleic acid

EEG - electroencefalograma

FISH — Fluorescence In Situ Hybridization

FMUC - Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra
IMG — interrup¢do médica da gravidez

LCG-FMUC - Laboratorio de Citogenética e Gendmica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra

MLPA - Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
RCIU — restricao de crescimento intra-uterino

SNC- sistema nervoso central

TN — translucéncia da nuca

WHS — Wolf-Hirschhorn syndrome

WHSCR - Wolf-Hirschhorn syndrome critical region
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Resumo

Introducdo: O Sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHS) ¢é caracterizado
geneticamente por uma delecdo terminal 4p16.3. A variabilidade clinica é atribuida ao
tamanho das delecbes e consequentemente aos genes envolvidos. Foram identificadas
duas regibes criticas, a WHSCR1 e a WHSCR2. A delecdo destas regibes é critério
necessario para confirmar a existéncia do sindrome. O risco de recorréncia familiar
depende do mecanismo que originou a delecdo. O cariétipo, FISH, MLPA e array-CGH
sdo as ferramentas de analise utilizadas, sendo a Ultima considerada de 1%linha. Os
objetivos deste estudo foram comparar a capacidade de diagndstico destas técnicas,
discutir a relacdo gendtipo-fenétipo em 6 casos e avaliar a implicacdo do perfil
gendmico para o doente e para a familia.

Material e métodos:

Material: Foram selecionados 6 casos enviados ao Laboratorio de Citogenética e
Gendmica da FMUC com dele¢des em 4p16.3 que incluem a regido do WHS (3 em
diagndstico pré-natal e 3 seguidos na consulta de Genética do Hospital Pediatrico);

Métodos: Cariotipos (casos 1-4 e 6), FISH (casos 1-4 e 6), MLPA (casos 2,3 e 5)
e array-CGH (2-6). As técnicas foram utilizadas consoante as especificidades dos casos
em estudo. Os progenitores dos 6 casos foram igualmente estudados.

Resultados: A anomalia cromossomica do caso 1 foi detetada pelo caridtipo.
Nos restantes casos o caridtipo foi normal. A delecdo variou em tamanho de 0,28 Mb

(caso 5) a maior que 5-10 Mb (caso 1). Nao se observou nenhum gene comum aos 6



DELEGCAO NA REGIAO DO SINDROME DE WOLF-HIRSCHHORN: DO GENOTIPO AO | 4
FENOTIPO

Mariana Carvalho Barreto

casos. A delecdo envolveu as regides criticas do WHS nos casos 1,2,3 e 6. Nos casos
1,3 a 6 a delecdo é de novo, no caso 2 foi identificada uma t(4;7) de origem paterna. Nos
casos 4 e 5 a delecdo identificada é semelhante num dos progenitores.

Discussdao: Os casos 4 e 5, apesar de possuirem algumas caracteristicas
fenotipicas deste sindrome, ndo possuem delecdo de WHSCR1 ou WHSCR2,
consequentemente ndo se pode considerar geneticamente estes casos como verdadeiros
Wolf-Hirschhorn. A discussdo focou-se nos genes que demonstraram ser responsaveis
pelo fendtipo do WHS, ndo estando alguns localizados nas regiBes criticas para este
sindrome.

Concluséo: Os estudos de citogenética e gendmica devem ser complementares
na procura de um diagnostico. Em casos com suspeita de Sindrome de Wolf-Hirschhorn
0 estudo ndo deve ser dirigido apenas para a pesquisa das regibes criticas. A
interpretacdo da relacdo entre o gendtipo e o fendtipo e do mecanismo que causa a

delecéo é importante para o aconselhamento genético.
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Abstract

Background: The Wolf-Hirschhorn syndrome (WHS) is a genetic disorder
caused by the loss of genomic material of 4p16.3. The broad range of clinical
manifestations of WHS can be attributed to the variability in 4p deletions’ mechanism
and genomic content. WHSCR1 and WHSCR2 have been described as critical regions
for the syndrome and deletions in these regions are considered the molecular hallmark
of WHS. Risks to family members depend on the mechanism of origin of the deletion.
Conventional cytogenetic techniques, FISH, MLPA and array-CGH are the tools for
WHS diagnosis being array-CGH the first-tier diagnostic test. The goals of this study
were to compare the diagnosis capability of these techniques and to discuss the
genotype-phenotype correlation of 6 cases. The study also focused on the implication of
the genomic profile to the patient and his family.

Materials and Methods:

Materials: 6 cases sent to the Laboratory of Cytogenetic and Genomics of
FMUC with deletions in region 4p16.3, which comprises the WHS region (3 from
prenatal testing and 3 followed in the genetics consultation of the Pediatrics Hospital);

Methods: Conventional karyotyping (cases 1-4 and 6), FISH (cases 1-4 and 6),
MLPA (cases 2,3 and 5) and array-CGH (cases 2-6) used according to the specificities

of each case. All the parents were also studied.
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Results: The cytogenetic abnormality of case 1 was detected directly by
conventional karyotyping. In the other cases the karyotype was normal. Deletion ranged
in size from 0.28 Mb (case 5) to over 5-10 Mb (case 1). There was no gene in common
for all cases. The deletion only included the critical regions in cases 1, 2, 3 and 6. The
deletion was de novo in 1, 3 and 6 and in case 2 was identified a t(4;7) from paternal
inheritance. In cases 4 and 5, the deletion was the same in one of the parents.

Discussion: The deletion in cases 4 and 5, despite having some characteristics in
common with WHS, did not include the WHSCR1 or WHSCR?2, there for these cases
can not be classified as true Wolf-Hirschhorn. The discussion then focused on the genes
that were associated in part with the Wolf-Hirschhorn syndrome, not necessarily located
in the critical regions.

Conclusion: A combined diagnostic approach based on cytogenetics and
genomics should be applied. The diagnosis of this syndrome should not be only based
on the study of the critical regions. Understanding the genotype-phenotype correlation
and the mechanism of origin of the deletion is very important to provide an efficient

genetic counseling.
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Introducéao

O sindrome de Wolf-Hirschhorn (WHS) é caracterizado por uma delecédo
terminal no braco curto do cromossoma 4 (4pl16.3). A incidéncia do WHS ao
nascimento é de 1:50 000 & raz&o de 2 meninos:1 menina.’

Este sindrome encontra-se associado a um conjunto de caracteristicas fenotipicas
bastante amplo (Tabela 1). O prognoéstico destes casos esta relacionado com o grau de

severidade fenotipica.?
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Tabela 1 — Caracteristicas fenotipicas do Sindrome de Wolf-Hirschhorn (adaptado de
Battaglia A et al, 2002)*

Atraso do neurodesenvolvimento (défice cognitivo)

Restricéo de crescimento intrauterino e atraso de crescimento

Convuls6es epiléticas e/ou anomalias do Sistema Nervoso Central

Fécies em capacete grego: testa larga, vértice do nariz alto, glabela proeminente,
sobrancelhas arqueadas, micrognatia, hipertelorismo, olhos proeminentes, filtro curto,

concavidade da boca para baixo

Dificuldades de alimentagao

Fenda palatina e labio leporino

Anomalias organicas (cardiacas, renais, gastrointestinais, visdo)

InfecOes de repeticao

A grande variabilidade clinica pode ser atribuida ao tamanho das delecbes e aos
genes nela envolvidos®, ou ainda estar relacionada com as diferencas alélicas ou
herancas multifatoriais.**”

Na regido 4p16.3 foram identificadas duas regiGes criticas para o WHS situadas
aproximadamente a 1,8 e 2 Mb da porgéo terminal do 4p.2 (Figura 1). A regido critica
mais proximal, designada por WHSCR1 tem 165 kb de tamanho e inclui o gene WHSC2
e a por¢do terminal 3° do gene WHSC1. A regido WHSCR2 foi posteriormente

identificada, inclui o gene LETML1 e a porg¢éo terminal 5° do gene WHSC1 nédo tendo
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ainda um limite distal bem definido.® A existéncia de delecdo nestas regides é
considerada como o critério determinante para classificar um caso como tendo

Sindrome de Wolf-Hirschhorn.®

Chromosome 4 Critical Distance Subset of genes

regions

OMb
ZNF718, ZNF595, ZNF141
ABCA11P, PIGG, PDEGB, PCGF13, CPLXI, GAK
T telemere IDUA, SLC2641
1.0Mb  FGFRLI
CTBPI, MAEA, CRIPAK
1.5Mb  FAMS53, SLBP, TMEMI29
TACC3
FGFR3

4pl6.3 ‘WHSCR2 \LETM1
WHSC1
WHSCR1 WHSC2

2.0Mb

3.0Mb  Huntingting

4pl6.2 4.8Mb  MSX1

4pl6.1

l centromere

Figura 1 — Apresentagio esquematica do mapa de genes da regido terminal de 4p e das regides

criticas de WHS (WHSCR1 e WHSCR1) (esquema adaptado de Okamato et al, 2013)®

Em aproximadamente 50-60% dos casos, 0 WHS é causado por delegdes
intersticiais ou terminais de novo na regido 4pl6, sendo que o0s derivativos
desequilibrados a partir de translocacdes sdo responsaveis por cerca de 45%. Estas
ultimas podem ser de novo ou herdadas de um rearranjo equilibrado familiar (~15%).
Em 1% dos casos foram identificados casos com alteracbes citogenéticas mais
complexas tais como cromossoma 4 em anel, mosaicismo com delecdo 4p ou um
rearranjo com duplicacdo/delecdo resultante de uma recombinacdo por inversdo do

cromossoma 4.5 O risco de uma familia ter novamente um filhno com esta
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cromossomopatia depende do mecanismo que originou a delecdo, sendo esta
informac&o relevante na oferta de diagndstico pré-natal ao casal.’

As ferramentas de analise mais utilizadas séo a analise do cari6tipo, a pesquisa
de regides especificas por FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) ou pelo MLPA
(Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification). Nos Ultimos anos a avaliagdo por
Array Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) tem sido a tecnologia de
diagnostico de 12 linha.**

O caridtipo de alta resolucdo identifica anomalias cromossémicas estruturais
entre 5-10 Mb detetando cerca de 50-60% das delecdes do WHS.* Nos casos em que 0
tamanho da delecdo € inferior a capacidade de resolucdo do cari6tipo, recorre-se ao
FISH ou MLPA.*

O FISH é um teste dirigido™ e deteta mais de 95% das delecBes®, tem uma
resolucéo até 150 kb e é um 6timo método para detecdo de microarranjos.

O MLPA é uma andlise semi-quantitativa, dirigida, rapida, que permite a
identificacdo de rearranjos submicroscopicos (~100 pb) desequilibrados com uma boa
relacdo custo-beneficio.

O array-CGH deteta todas as delecdes da regido critica do Sindrome de Wolf-
Hirschhorn (WHSCR).? Corresponde a um cariétipo molecular que permite a analise de
todo o genoma com alta resolucdo para regides especificas, como a do WHSCR, tendo
como vantagens o facto de estudar todo o genoma num Unico teste laboratorial, ndo

necessitar de células em divisdo e de utilizar pequenas quantidades de DNA. Contudo
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esta tecnologia ndo deteta alteracdes equilibradas®® e o processo de validagdo é
complexo.™

A maioria dos casos com diagnostico pré-natal WHS esta associada a grandes
delecGes 4p passiveis de serem identificadas por técnicas de citogenética convencional.
O uso de técnicas de array-CGH aumentou a percentagem de detecdo de
cromossomopatias submicroscopicas.

Este trabalho tem como objetivos correlacionar a capacidade de diagnostico de
quatro técnicas (cariétipo, FISH, MLPA e ainda array-CGH) e caracterizar a nivel
citogendmico as alteragdes na regido critica do WHS em seis casos. Pretende-se ainda
discutir a relacdo genotipo-fenétipo dos doentes e a implicacdo para o doente, para a

familia e gerac@es futuras da caracterizagdo do seu perfil genémico.
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Materiais e Métodos

Materiais

Foram selecionados 6 casos enviados ao Laboratério de Citogenética e
Genomica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (LCG-FMUC) em
que foram identificadas delecGes no braco curto do cromossoma 4 na regido 4p16.3 que
abrange em termos citogenéticos a regido do WHS.

Os casos 1 a 3 referem-se a casos de diagndstico pré-natal provenientes da
Maternidade Bissaya Barreto. Os casos 4 a 6 sdo casos acompanhados no servico de
Genética Médica do Hospital Pediatrico Carmona da Mota. Foram estudados todos 0s
progenitores, ndo havendo histdrias de consanguinidade.

O caso 1 refere-se a um liquido amniotico solicitado por idade materna avancgada
e por antecedentes pessoais do casal de dois abortos espontaneos, ndo havendo dados
ecogréficos sobre o feto.

No caso 2 trata-se de um feto com 19 semanas de gestacdo com higroma cervical
quistico a ecografia. O casal tinha antecedentes de 2 abortos espontaneos. O progenitor
referiu o falecimento de uma irmé a nascenca e que a sua mae teria tido um aborto
espontaneo e infertilidade, por motivo que desconhecia. O caridtipo do feto foi normal.
Por agravamento do higroma quistico o casal solicitou a interrupcdo médica da gravidez
(IMG).

O caso 3 diz respeito a uma IMG num feto com 19 semanas por identificagcéo

ecogréafica de oligoAmnios e rins displasicos. Perante estes achados, conjuntamente com
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a observacao do feto apds expulsdo, foi feita uma colheita de pele do feto e solicitado o
estudo das regides subteloméricas por MLPA.

O caso 4 refere-se a uma menina com 10 anos com défice cognitivo sem nenhum
dismorfismo, com um fécies semelhante ao da mae. Era conhecido que a irma de 4 anos
tinha também um defice cognitivo.

O caso 5 era seguido nas consultas de Cardiologia e Pedopsiquiatria tendo sido
enviado para a consulta de Genética por suspeita de Sindrome de Marfan. O jovem de
17 anos apresentava semelhangas faciais com o pai.

O caso 6 ¢ um menino de 4 anos que foi encaminhado para a consulta de
Genética por atraso global do desenvolvimento psicomotor e ma progressao estato-
ponderal.

As informac0es referentes a historia clinica de cada caso, bem como fotos dos
casos 1 e 2, foram gentilmente cedidas pelo servico de Genética Médica do Hospital
Pediatrico Carmona da Mota e utilizadas com a autorizacdo do mesmo.

A tabela 2 pretende ser uma descricéo clinica dos 6 casos estudados.
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Tabela 2. Comparacdo das caracteristicas clinicas observadas no WHS" e apresentacio
clinica dos casos 1 a 6.

Sexo F M M F M M
1/1G! 16s+3d 11s+2d 18s 10 anos 17 anos 4 anos
Idade TN>p95,
Motivo para materna TN>p95 e oligodmnios,
NA NA NA
DPN avancada onfolocelo rins
(40 anos) displasicos
1G no parto 39s 38s 35s
IMG as 19s IMG as 16s IMG as 19s
Tipo de parto eutdcito eutdcito cesariana
Antropometria P:p75;C:p75- P:p90;C:p50;PC:p | P:pl0;C:pl0;P
NA NA NA
ao nascimento 90;PC:p50 75 C:10
Aos 9
Aos 11 anos: Aos 15e18
anos:P:p75-
Percentis NA NA NA P:p90-95;E:p>95; meses:
90;E:p75;PC:p
PC:p50-75 P,C,PC:p>5
75
Progenitora Progenitora Progenitora
Irméo de 10
com com com Pai com
Antecedentes anos: normal
antecedentes | antecedentes | antecedentes dificuldade de
familiares Irma de 4 anos:
de 4G/1P de 3G/1P de 10G/1P linguagem
DC
(2AE) (2AE) (6AE, 1AP)
Dificuldades
de
aprendizagem Marcha e fala aos
no 1° ano de 24 meses. Grande
Neurodesenvol-
NA NA NA escolaridade, dificuldade na ADPM global
Vimento
défice fala. Dificuldades
cognitivo: de aprendizagem

escala WISC
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Facies em
capacete grego
Glabela
v v X X X RN
proeminente
Hipertelorismo
v v X X X X
ocular?
Olhos com
X X X X X S
epicanto
Micrognatia N N X X X R
Orelhas
X v v X R R
anémalas®
Assimetrias
v X X X S X
cranio-faciais
Microcefalia X X X X X N
RCIlU/atraso de
crescimento v v \ X X \
poés-natal
Hipotonia/
NA NA NA X X \
déf. muscular
Suspeita de
Convulsoes e epilepsia nunca
NA NA NA X X
anomalias EEG comprovada (aos
2 anos)
Dificuldades de
NA NA NA X X \
alimentagéo
Anomalias
esqueléticas \ \ \/ X J J
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Anomalias
cardiacas X v X X v v
Anomalias da
NA NA NA \ X J
visdo
Lébio
leporino/Fenda X Y X X X X
palatina
Anomalias
anatomia v v Y X X X
génito-urinaria
Outras
malformagdes v v v X X X
organicas*
Higroma Higroma
Habito
Qutros X cervical e quistico X X
Marfanoide
dorsal cervical

Os dados morfolégicos dos casos 1-3 foram obtidos do estudo andtomo-patolégico dos fetos;

1- idade no momento da colheita da amostra; 2-distancia entre os cantos internos dos olhos (variavel
consoante a idade gestacional); 3- orelhas grandes ou de implantagdo baixa; 4-anomalias estruturais do
sistema nervoso central, anomalias do es6fago, estbmago, figado, vesicula biliar, pancreas, pulmdes e
aorta, ADPM — Atraso de desenvolvimento psicomotor, AE — aborto espontaneo, AP — aborto provocado,
C — comprimento, DC — defice cognitivo, E — estatura, F — feminino, | — Idade, 1G — idade gestacional,

P — peso, M — masculino, PC — perimetro cefélico; - caracteristica presente, X — caracteristica ausente
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Métodos

Cariotipo — As metafases foram obtidas a partir de culturas sincronizadas de linfocitos
de sangue periférico, a partir de culturas de células de bidpsia do trofoblasto, biopsia de
pele ou de liquido amniético seguindo os procedimentos de rotina do LCG-FMUC.* Os
cromossomas com bandas CTG foram examinados com um nivel de resolucdo de 550 a

700 bandas.'” Em cada doente foram examinadas 10 a 15 metafases.

FISH — Em metafases obtidas para o estudo do caridtipo e segundo os protocolos de
rotina’®, foram aplicadas sondas para a regi&o subtelomérica 4p (D4S3359, Totelvysion)
e para a regiao critica do WHS (WHSC1, Poseidon, Kreatech — posi¢6es nucleotidicas:
1,952,799-1,983,934). No caso 2, por estarem envolvidas alteragdes dos cromossomas 4
e 7 devido a translocacdo paterna, foram ainda utilizadas as sondas VIJyRM2185
(Vysis, Abbott Molecular — posi¢des nucleotidicas: 93,166-162,450) para a regido

7p22.3 e sonda controlo VIJyRM2000 (Vysis, Abbott Molecular) para 7936.3.

MLPA — Nos casos 3 e 4 foi realizada a analise semiquantitativa com sondas para as
regides subteloméricas presentes nos painéis de sondas P036-E1 e P070-B1 (MRC-
Holland). No caso 5 o kit de MLPA utilizado foi o painel com sondas intersticiais para a
regido 4pl16.3 (P373-Al - MRC-Holland). Os procedimentos foram feitos segundo as

instrucdes do fabricante.
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Array-CGH — com formato Agilent 60mer oligonucleotide-array, configuracdo
4x180K (resolucdo média ~ 60 Kb). Constru¢cdo do genoma: Human genome 19,
GRCh37; Software de analise: Agilent Genomic Workbench Lite Edition 6.0; Controlo:

hibridizagdo em loop com outros dois doentes do mesmo sexo.

18
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Resultados

Caso 1l

A cultura de células do liquido amniotico revelou um cari6tipo com delegédo
terminal 4p confirmada (Figura 2-A) por FISH com sondas para a regido subtelomérica
do brago curto do cromossoma 4 e sondas para a regido critica do WHS (Figura 2- B e
C). O estudo do cariétipo e andlise por FISH dos progenitores utilizando a sonda
4p(D4S3359) revelou a integridade da regido 4p16.3, concluindo-se que a delecédo no
feto era de novo (Figura 2-D). O cari6tipo final do feto foi 46,XX,del(4)(p16.1).ish
del(4)(p16.3)(WHSC1-,D4S3359-).

Ap6s ser informado do resultado, o casal optou pela IMG realizada as 19
semanas. A analise do feto apds expulsdo detetou restricdo do crescimento, o que
confirmou a restricdo de crescimento intra-uterino (RCIU), bem como um quadro
polimalformativo (Figura 3- A e B). Ndo foi possivel caracterizar a delegcdo por array-

CGH por nédo haver amostra suficiente do feto.
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A 4p16.3 =p

Figura 2 — Resultados obtidos pelas técnicas de citogenética convencional e FISH do

caso 1: A- ideograma do cromossoma 4 em comparagdo com par do cromossoma 4 com a delecéo
terminal em 4p16.3 (*); B- Imagem de FISH com delegdo da regido 4pter identificada através da
sonda para o locus D4S3359 (circulo verde); C — Imagem de FISH com dele¢do da regido critica WHS
identificada através da sonda para o locus WHSC1 (circulo vermelho); D — Imagem de FISH
representativa da integridade das regifes subteloméricas do cromossoma 4 dos progenitores.
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Figura 3 — Caso 1. Fotos tiradas da autopsia do feto (IMG as 19 semanas)
com caracteristicas do facies em capacete grego (testa larga, glabela
proeminente, hipertelorismo, micrognatia)

Caso 2

Feto com higroma cervical identificado na ecografia do 1°trimestre com
resultado de cari6tipo pré-natal normal (Figura 4). O higroma sofreu um agravamento e
o casal solicitou a IMG as 16 semanas. Foi feita uma autdpsia e descrito um
crescimento inferior ao esperado para a idade gestacional e um conjunto de
malformacdes associadas ao higroma quistico (Figura 5- A e B). O DNA do feto foi
analisado por array-CGH tendo sido detetada uma delecdo de 3,8 Mb na regido de
4p16.3 e uma duplicacdo em 7p22.3 (Figura 6- A1,A2 e B1,B2). Ambos os resultados
foram confirmados por FISH (Figura 7- A e B). O estudo por FISH da progenitora
revelou um resultado normal (ish 4p16.3(WHSC1x2). O FISH no progenitor masculino
revelou a presenca de uma translocacdo reciproca criptica entre as regifes

subteloméricas dos cromossomas 4(p16.3) e 7(p22.3) (Figura 7- C e D). O feto herdou,
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por segregacdo adjacente na gametogénese paterna, um cromossoma 4 derivativo com
monossomia da regido terminal do 4p16.3 e trissomia da regido terminal 7p22.3p22.1,
sendo o0 seu cariotipo molecular arr[hg19] 4p16.3(71,522-3,872,380)x1,7p22.3p22.1(13,420-
6,737,261)x3. A delecdo do cromossoma 4 envolvia 67 genes (7 genes reportados no OMIM

Genetic Morbid Map) (Tabela 3).

4p16.3 =—>

Figura 4 - ideograma do cromossoma 4 identificando a regio do WHS em comparagéo com par
do cromossoma 4 aparentemente sem a delecdo terminal em 4p16.3, por citogenética convencional

™)

n

Figura 5 - Caso 2 (IMG as 16 semanas): Feto com caracteristicas do facies
em capacete grego (testa larga, hipertelorismo, concavidade da boca para baixo
e micrognatia)

22
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Figura 6 — Resultados do caso 2 obtidos por array-CGH: Al — perfil de array-CGH para o
cromossoma 4 com a regido deletada assinalada a azul; A2 — conteido génico da delecao;

B1 — perfil de array-CGH para o cromossoma 7 demonstrando a trissomia da regido do cromossoma
7 a cor-de-laranja; B2 — contetido génico da trissomia.
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Figura 7 — Resultados obtidos por FISH (caso 2)

Legenda: A- Delecdo da regido critica WHS identificada através da sonda para o locus WHSC1
(circulo vermelho); B — FISH demonstrando a trissomia 7p22.3 identificada através da sonda para o
locus VIJyRM2185 (circulos verdes); C e D — Imagens de FISH da amostra do progenitor revelando a
presenca de uma translocacéo reciproca entre as regifes 4p16.3 e 7q22.3, respetivamente através das
sondas para os loci WHSC1 (C) e VIJyRM2185 (D)
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Caso 3

IMG de feto com 19 semanas apds a identificacdo de anomalias durante a
ecografia, apesar de o cari6tipo ter sido normal. A autdpsia revelou um feto com RCIU
e varias malformacdes. O casal tinha também antecedentes de uma IMG por feto com
trissomia 21, bem como 6 abortos espontaneos. Foi feita a colheita de uma amostra de
pele durante a autdpsia para a pesquisa das regides subteloméricas. A analise por MLPA
revelou uma delecdo na regido 4p16.3 (figura 8- A e B). Este resultado foi confirmado
por FISH com sondas especificas para a regido subtelomérica 4p
(D4S3359, Totelvysion) e para a regido do WHS (WHSC1), abrangendo a regido critica
deste sindrome. Ambos os progenitores foram estudados por FISH com sondas para a
mesma regido, tendo o resultado de ambos sido normal, ish 4p16.3(WHSC1x2),
indicando que a anomalia do feto era de novo. O resultado do array-CGH confirmou
uma delecdo de 3,6 Mb englobando 65 genes (7 genes reportados no OMIM Genetic

Morbid Map): arr4p16.3(72,447-3,673,709)x1. (Tabela 3).
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A Gene Chr pos | Length (nt) MV36 Recommended Order \Ratm
TNFRSF4 probe 2269-L01761 | 01p 130 01-001.1 TNFRSF4 1
KIAA1720 probe 2392-L02149 | 01q 306 01-247.1 KIAA1720 2
ACP1 probe 2274-L08758 02p 137 02-000.3 ACP1 3
CAPN10 probe 1742-L01308 | 02q 314 02-241.3 CAPN10 4
CHL1 probe 1721-L01329 03p 144 03-000.3 CHL1 5
BDH probe 2013-L02052 3q 322 03-198.8 BDH 6
FLJ20265 probe 2005-L02047 | 04p 151 04-000.5 FLJ20265 7
TRIML2 probe 7046-L06655 4q 330 04-189.3 TRIML2 8
PDCD6 probe 1723-L01327 | 05p 158 05-000.4 PDCD6 )
GNB2L1 probe 3319-L02737 | 05q 338 05-180.6 GNB2L1 10
IRF4 probe 1724-L02048 06p 165 06-000.3 IRF4 11
PSMB1 probe 1746-L01304 06q 346 06-170.8 PSMB1 12
B Gene Chr pos Length (nt) MV36 R ded Order |Ralin
e SF18 probe 2270-L1762|  01p36.3 306 01-001.0 TNFRSF18 1
SH3BP5L probe 4084-L3605 01q44 132 01-247.1 SH3BP5L 2
ACP1 probe 2709-L2856 02p25 315 02-000.3 ACP 3
ATG4B probe 2781-L3168 02q37.2 139 02-236.3 ATG4B 4
CHL1 probe 2896-L2363 03p26.1 323 03-000.3 CHL1 5
KIAA0226 probe 2690-L2842 03429 145 03-198.8 KIAAD226 6
PIGG probe 14440-L16146 04p16.3 329 04-000.5 PIGG 7
FRG1 probe 2691-L2843 0435 152 04-191.1 FRG1 8
LOC133957 probe 2791-L2237  05p15.33 337 05-000.3 LOC133957 9
GNB2L1 probe 2790-L2232 05¢35.3 160 05-180.6 GNB2L1 10
IRF4 probe 4077-L3462 06p25-p23 346 06-000.3 IRF4 11
TBP probe 2694-L2844 0627 166 06-170.7 TBP 12

Figura 8 — Resultados do caso 4 obtidos pela técnica de MLPA: A —delegéo pelo painel de
sondas P036-B1 para o gene FLJ20265 localizado em 4p16.3; B —delecdo pelo painel de sondas P0O70-
B1 para o gene PIGG localizado em 4p16.3.

Caso 4

Menina de 10 anos de idade com défice cognitivo (DC) e dificuldades de
aprendizagem, com cariétipo realizado que obteve um resultado normal. O estudo por
MLPA das regibes subteloméricas revelou uma delecdo na braco curto do cromossoma
4 (4p16.3) (figura 9- A e B) que foi confirmada por FISH através da utilizagdo de uma
sonda subtelomérica para a mesma regido (locus D4S3359, ToTelvysion). De modo a

verificar se a delecdo abrangia a WHSCR, foi utilizada uma sonda de FISH especifica
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que revelou um resultado normal (imagens ndo apresentadas). Foi realizado o estudo
dos progenitores através da analise da mesma regido por MLPA tendo sido o resultado
da mée normal (mlpadpsubtel(P036,P070)x2) e o do pai com apenas uma copia da
regido 4p16.3 (mlpadpsubtel(P036,P070)x1). O estudo por MLPA a uma amostra de
DNA da irm&@ do caso index revelou também a existéncia da mesma delecdo. O
resultado do estudo do caso 4 é 46,XX.ish del(4)(p16.3)(D4S3359-,WHSC1+).mlpa
4psubtel(P036,P070)x1 pat. Para melhor definir os pontos de quebra foi realizado um
array-CGH que comprovou a existéncia de uma delecdo 0,6 Mb envolvendo 12 genes (2

genes reportados no OMIM Genetic Morbid Map): arr 4p16.3(72,447-683,874)x1 (Tabela 3).

A e Cirpos |Lenginfa)|  WV36

TNFRSF4 probe 2263-L01761) 0tp | 130 | 0140011 TNFRSF4
KIAA1T20 probe 2362-L02149) (Otq | 308 | 01-247.1 KIAAIT20
ACP1 probe 227408758 | 02 | 137 | 02000.3ACP1
CAPN10 probe 1742L01308 | 02q | 314 | 02-241.3CAPN10
CHLf probe 1721001329 | 03p | 44 | (03000.3CHLI
BOHprobe 2013:L02052 | 3q | 32 | (3988BDH
FLJ20265 probe 2005-L02047 0dp | 151 | 040005 FLJ20265
TRIMLZ probe 7046-L06655 | dgq | 330 | 04-189.3TRIML2
PDCDS probe 1723-L01327 | 0p | 158 | 050004 POCDG
GNB2L1 probe 3319002737 | 059 | 338 | (05-180.6 GNE2L1
RF4 probe 1724102048 | 06p | 165 | 06-000.3IRFL
PSMB1 probe 1746-101304 | 06q | 346 | 06-170.8 PSMB1

Mae Pai Irma Caso 4

w oo |~ |on || |ra | —= g

o= |

g | e s [Logh ] W5

TNFRSF18 probe 2270-L1762 |  01p383 | 306 10070 TNFRSF1
SHOBPEL probe 40843605 | 0144 132 12471 SH3BPAL
ACP1 probe 27092856 12026 35| 020003ACP
ATG4Bprobe 2813168 | (0232 | 139 (2-2363ATG4B
CHLfprobe 289612363 | Q3p261 | 323 | 0300.3CHLY
KIRAZ26 probe 2890-2842 | 03429 145 131988 KIAADZE
PIGG probe 1444016146 | Q04pt63 | 329 | 040005PIGG
FRG1 probs 2691-.2843 (4e35 182 | (41011 FRGY
LOC133957 probe 279112233 | 0501833 | 337 50003 L0C1330
GNB2Lt probe 279002232 |  05g353 | 160 |05-180.6 GNB2L
IRF4probe 4077-L3482 | 06p25p23 | 346 | 0B00JIRF4
TBP probe 2694-2644 06027 166 | 064707 TP

Mae Pai Irma Caso 4
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Figura 9 — Resultados do caso 4 obtidos por técnica de MLPA
A —delecdo pelo painel de sondas P036-B1 para o gene FLJ20265 localizado em 4p16.3; B —delecéo
pelo painel de sondas PO70-B1 para o gene PIGG localizado em 4p16.3.
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Caso 5

Rapaz de 17 anos com estatura elevada, défice cognitivo, assimetria facial e
dismorfismos multiplos. O resultado da andlise por array-CGH mostrou uma delecéo
com 0,28 Mb terminal em 4p (figura 10- A e B) que, ap6s estudo dos progenitores,
mostrou ser de origem paterna: arr 4p16.3(927,780-1,214,915)x1 pat. A delecdo é distal a
regido critica do WHS (Figura 10), envolve 10 genes (2 reportados no OMIM Genetic

Morbid Map) (Tabela 2) e foi confirmada por MLPA tanto no filho como no pai.
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Figura 10 — Resultados do caso 5 obtidos por array-CGH: A — perfil de array-CGH para o
cromossoma 4 com a regido deletada assinalada a azul; B — conteido génico da delecéo;



DELECAO NA REGIAO DO SINDROME DE WOLF-HIRSCHHORN: DO GENOTIPO AO | 29
FENOTIPO

Mariana Carvalho Barreto

Caso 6

Menino de 4 anos com atraso de desenvolvimento psicomotor global. Durante a
gravidez deste menino houve registo de uma RCIU que levou ao pedido de realizagéo
de um cariétipo pré-natal que obteve um resultado normal. Este menino foi
encaminhado para o servi¢o de Genética Médica quando tinha 15 meses. A analise por
array-CGH mostrou uma delecéo de 1,7 Mb que envolvia 34 genes (5 reportados no OMIM
Genetic Morbid Map) (Tabela 3) na regido critica do WHS: arr4p16.3(737,721-2,416,211)x1
(Figura 11). Esta delegdo foi confirmada por FISH. Ambos os progenitores foram
estudados por FISH com sondas para a mesma regido tendo o resultado sido normal, o

que demonstra que a delecéo foi de novo.
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Figura 11 — Resultados do array-CGH no caso 6: A — perfil de array-CGH para o cromossoma
4 com a regido deletada assinalada a azul; B — contetido génico da delecdo;
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Com os resultados obtidos com array-CGH foi construido um esquema de genes
a partir do UCSC Genome Browser onde é possivel visualizar a regido deletada nos
casos 2-6, permitindo identificar quais 0s genes deletados em cada caso e avaliar quais
aqueles que sdo comuns entre os casos (Figuras 12 e 13). N&o existe nenhum gene que
esteja envolvido na delecdo de todos os casos, existindo contudo alguns comuns a mais
do que um caso.

Na tabela 3 sdo comparados os resultados obtidos nos 5 casos de estudo
estudados por array-CGH, onde é possivel determinar com precisdo os pontos de

quebra.

chrd (pif.3) E W EEH 15 | BRI 3 R 4al3 (s G lEE R B 4u2e Edzeil 4oc IS Gz 0 B

Figura 12. Adaptagdo do esquema de genes mostrando o tamanho da delegio dos casos 2-6 e
identificacdo das regides criticas para a WHS: [ WHSCR1 WHSCR2
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Tabela 3 — Limites da delecdo e numero de genes envolvidos nessa regido, com
indicacdo de quais ja estdo associados a doenca e, especificamente, ja associados ao
défice cognitivo (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) nos casos estudados por array-
CGH

Cariotipo normal Normal normal a) Normal
Limites da delegcdo 71,522- 72,447- 72,447- 927,780- 737,721-
3,872,380 3,673,709 683,874 1,214,915 2,416,211
Tamanho da ~ 3,8 Mb ~ 3,6 Mb ~ 0,6 Mb ~ 0,28 Mb ~ 1,7 Mb
deleccdo
NUmero de genes 67 genes 65 genes 12 genes 10 genes 34 genes
envolvidos
Genes no 7 7 2 2 5
morbidmap
(OMIM) 194648, 194648,
180072, 180072, 252800,
252800, 252800, 612041,
194648, 252800,
612041, 612041, 614632,
180072 612041
614632, 614632, 134934,
134934, 134934, 610547
610647 610647
Genes associados 252800 (gene IDUA), 610647 (NATSL)
ao défice cognitivo

a) ndo realizado
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Figura 13 - A: Esquema de UCSC Genome Browser segundo a versio 19 do genoma
(http://genomeeuro.ucsc.edu/cgibin/hgGateway?hgsid=185996753&clade=mammal &org=Human&db

=hgl9&redirect=auto&source=genome.ucsc.edu); B-E: esquemas adaptados de A delimitando a regido
deletada comum aos casos 2 e 3 (B), aos casos 2,3 e 6 (C), aos casos 2,3,5 e 6 (D) e aos casos 2,3 e 4

(E)


http://genome-euro.ucsc.edu/cgibin/hgGateway?hgsid=185996753&clade=mammal&org=Human&db=hg19&redirect=auto&source=genome.ucsc.edu
http://genome-euro.ucsc.edu/cgibin/hgGateway?hgsid=185996753&clade=mammal&org=Human&db=hg19&redirect=auto&source=genome.ucsc.edu
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Discussao

Existem inUmeras técnicas de citogenética e gendmica molecular, sendo a
escolha da técnica a utilizar dependente da orientacdo da clinica, dos objetivos da
andlise, do material genético disponivel e das tecnologias disponiveis no laboratorio.

A anélise do material genético do caso 1 por citogenética convencional mostrou
a existéncia de uma delecdo na regido critica para 0 WHS. Ao aplicar a mesma técnica
aos casos 2,3, 4 e 6 ndo foi possivel identificar a delecdo porque a microdelecdo tinha
um tamanho inferior a resolucdo da citogenética convencional. Nestes casos s6 foi
identificada com recurso a array-CGH (caso 2,5 e 6) e a MLPA (caso 3 e 4). Sabendo
que a capacidade de detecdo de anomalias cromossdmicas e estruturais por citogenética
convencional varia entre 5-10 Mb, assume-se que 0 caso 1 possuia uma delecdo igual ou
superior a esse tamanho.

Por recurso a array-CGH foi possivel precisar as posi¢des nucleotidicas inicial e
final das delecBes existentes nos casos 2 a 6. A analise por FISH foi dtil para confirmar
os resultados obtidos e estudar o material genético dos progenitores e assim determinar
a existéncia ou ndo de um rearranjo estrutural equilibrado que por segregacdo anémala
na meiose fosse responsdvel pela alteracdo desequilibrada encontrada na sua
descendéncia.

O WHS é, na maioria dos casos, causado por delecdes terminais envolvendo a
regido 4p16.3 podendo estender-se até 4pter. > Face as tecnologias mais utilizadas na

ultima década (FISH e MLPA) e, consequentemente as sondas utilizadas, as delecOes
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intersticiais sdo reportadas com menor frequéncia. A recente tecnologia do array-CGH
tem permitido detetar ndo s6 estas delecBes intersticiais mas também dele¢bes mais
pequenas permitindo melhores correlagdes gendtipo-fendtipo e uma maior possibilidade
de identificar as func¢des dos genes envolvidos.

As delecdes das regides criticas WHSCR1 e WHSCR2 levam & perda de fungdes
de genes tanto devido a sua delecdo como desregulacdo de outros genes fora destas
regides, condicionando as caracteristicas major do WHS.? Em estudos anteriores em que
existia apenas delecdo das regifes criticas ou em estudos com ratos cujo alvo era um
unico gene foi demonstrado que ndo havia expressdo do fen6tipo completo associado a
este sindrome. Com base nas conclusdes destes estudos foi afastada a hipotese deste
sindrome ser causado por um nico gene pleiotrépico. "

A andlise dos resultados de outros estudos permitem concluir que ha
mecanismos alternativos que podem levar a fendtipos mais complexos tais como 0s
associados a um derivativo resultante de uma segregacdo andmala de uma translocacao
que resultam em delecdo de 4p e uma trissomia adicional de outra regido cromossémica
(situacdo do caso 2), uma variacdo alélica da regido 4p homologa, desregulacdo de
genes fora da regido deletada, efeito de posicdo e silenciamento do telémero,
background genético e eventos mutacionais pés-zigéticos. 102%%

Em todos os casos, exceto no caso 2, pode estabelecer-se uma relagdo entre o

fenotipo apresentado pelo doente e a delecdo que este possui na regido 4p16.3. O caso 2,

além de possuir uma delecéo da regido terminal do cromossoma 4, possui uma trissomia
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da regido terminal do cromossoma 7, 0 que provavelmente € responsavel por um
fendtipo mais complexo e tornando mais complicado retirar conclusdes de causalidade
do gendtipo-fendtipo.

Como demonstrado na Figura 12, as delecdes identificadas nos casos 4 e 5 néo
incluem as regides criticas do WHS, sendo as delegdes de ambos os casos distais as
regides criticas, ndo podendo deste modo considerar-se estes casos como verdadeiros
Wolf-Hirschhorn. Na realidade, estas criangas ndo possuem muitas das caracteristicas
fenotipicas que caracterizam este sindrome.

Neste estudo a relacdo gendétipo-fenotipo ndo pode ser feita na totalidade porque
os casos 1 a 3 correspondem a fetos onde consequentemente ndo € possivel analisar
dados tais como o neurodesenvolvimento, o crescimento, a for¢ca muscular, a capacidade
de alimentacdo, a existéncia de convulsdes e a visdo. Apenas é possivel tirar conclusdes
a partir dos achados ecograficos e da anatomia patolégica.

Seguidamente sdo discutidos alguns genes que demonstraram ser responsaveis

por parte do fendtipo do WHS. (Tabela 4).
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Tabela 4 — Relacdo entre genes e caracteristicas fenotipicas associadas a delecdo do mesmo,
assinalando quais 0s casos em que esse gene se encontra deletado

Caso | Caso | Caso | Caso | Caso | Caso

1 2 3 4 5 6
- atraso de crescimento
- anomalias cardiovasculares

X X X \ \ X
- atraso de neurodesenvolvimento
- caracteristicas craniofaciais
- caracteristicas craniofaciais
- atraso de crescimento

X X X \ X X
- anomalias esqueléticas
- defeitos cardiacos congénitos
- disturbios esqueléticos X X X N N X
- convulsdes epiléticas
- anomalias neuromusculares X X X v N X
- atraso no neurodesenvolvimento
- défices de coordenagdo motora e
locomogdo, redugdo da forga motora, X X X \ \ X
distonia, ataxia e tremor de repouso
- défice motor

X X X \ X X
- défice cognitivo
- atraso do crescimento

X X X \ X X
- convulsdes epiléticas

X — gene deletado V- gene presente
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Os casos 1-3 e 6 tém delecdo do gene WHSC1, sendo este um membro da
familia das proteinas metiltransferases, indispensaveis para manter a integridade da
cromatina.® Um estudo demonstrou que ratinhos com delecdo de WHSC1 mostraram
atrasos de crescimento e varias anomalias congénitas, tais como anomalias
cardiovasculares.?® Hadju e colaboradores propuseram que este gene tem um papel
importante na resposta aos danos no DNA pelo que o atraso no neurodesenvolvimento
existente no WHS pode ser explicado por um defeito nesta resposta.?* Okamato e
colaboradores descreveram uma delegdo de 109 Kb no cromossoma 4p16.3 num doente
com fenotipo ligeiro de WHS, sugerindo que a haploinsuficiéncia de WHSCL1 seria a
causa mais provavel para o atraso de crescimento severo, microcefalia e caracteristicas
faciais apresentadas pelo doente. O mesmo artigo propds ainda que o gene WHSC1 e
outros genes localizados distalmente teriam um efeito cumulativo na existéncia de
défice cognitivo severo e anomalias craniofaciais severas.® Estes achados sugerem que
parte das anomalias craniofaciais, as anomalias cardiacas, a restricdo do crescimento
encontrada nos casos 1-3 e o atraso de crescimento e neurodesenvolvimento no caso 6
se podem dever, ainda que parcialmente, a dele¢do do gene WHSC1.

O gene FGFRL1, deletado nos casos 1-3,5 e 6, foi sugerido como sendo
responsavel pela maior parte das caracteristicas craniofaciais do WHS. Sugeriu-se que a
delecdo contigua deste gene e de WHSC1 manifestaria todas as caracteristicas
craniofaciais do sindrome.?? Este gene tem sido associado a outras caracteristicas tais

como o atraso de crescimento, anomalias esqueléticas e defeitos cardiacos congénitos.”®
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A delecdo deste gene pode entdo ser parcialmente responséavel pelo facies apresentado
pelos casos 1-3 e 6, juntamente com o gene WHSC1. Visto que a dele¢&o no caso 5 ndo
inclui o gene WHSC1, pode-se levantar a hipétese da assimetria facial encontrada no
doente se dever a delecdo do gene FGFRL1. Todos 0s casos que tém delecdo deste gene
tém anomalias esqueléticas e os casos 2,5 e 6 apresentam algum tipo de anomalia
cardiaca.

A delecdo do gene FGFR3 esta associada a distdrbios esqueléticos®, sendo um
regulador negativo do crescimento 6sseo. Os casos 1-3 e 6 tém delecdo deste gene e tém
anomalias esqueléticos nas maos, pés ou em ambos.

O gene LETML1 esté deletado na maioria dos doentes com WHS e foi sugerido
que possa ser um gene associado ao desenvolvimento das convulsbes epiléticas e
anomalias no sistema nervoso central (SNC).? Este gene est4 deletado nos casos 1-3 e 6.
Foi descrito que a epilepsia costuma manifestar-se nos 3 primeiros anos de vida,?
contudo o doente 6 tem 4 anos e ndo ha registo de episoédios convulsivos. Coloca-se
entdo a hip6tese de a haploinsuficiéncia de LETM1 ndo ser sempre significativa da
ocorréncia de convulsdes epilépticas.® Apesar destes dados é importante relembrar que
ndo ha informacdo de que este menino tenha feito um eletroencefalograma (EEG), nédo
sendo portanto possivel assegurar a auséncia de anomalias no SNC. Um estudo mostrou
que o gene LETM1 apresenta homologia com uma proteina existente na levedura
envolvida na morfologia mitocondrial, sugerindo que algumas das anomalias

neuromusculares presentes no WHS podem ser causadas por disfuncdo mitocondrial.?
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Estudos através da técnica de conditional knockdown no DmLETM1 (Drosophila
mutant of LETM1) revelaram uma necessidade por LETM1 em vérios tecidos, incluindo
o sistema nervoso® levando a ponderar a possibilidade da delecdo do gene
desempenhar um papel no atraso no neurodesenvolvimento dos doentes com WHS.

O gene CPLX1, que esté deletado nos casos 1-3 e 6, pertence a uma familia de
proteinas citosolicas com funcéo na exocitose das vesiculas sindpticas. Em estudos com
ratinhos estabeleceu-se a possivel associacdo entre a delecdo deste gene e anomalias
neuromusculares.?”** A delecdo deste gene pode ser a razdo da hipotonia ao nascimento
e défice de forca muscular apresentadas pelo caso 6.

A delecdo do gene DGKQ, deletado nos casos 1-3, 5 e 6, foi considerada como
uma possivel causa para o défice motor e cognitivo existente no WHS, pois o gene
correspondente em ratos € expresso na matéria cinzenta do cérebro e estudos in vitro
relacionaram-no com a regulagdo de células neuronais e potencialmente envolvido nas
sinapses.®

Também o gene CTBP1 estd deletado nos casos 1-3,5 e 6. Estudos anteriores
mostraram que a delecdo deste gene estd associada com o atraso de crescimento e
desenvolvimento de epilepsia'®, podendo este Gltimo dado explicar a existéncia de
epilepsia, se bem que ndo comprovada, do caso 5.

O aconselhamento genético deve ser oferecido a todos os casais que ja tém um
filho com WHS ou uma gravidez em que o feto foi diagnosticado com este sindrome.

Nos casos em que a delecéo resulta de uma segregacao anomala, como por exemplo no
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caso 2, em que o feto era portador de uma translocacdo de origem paterna (ndo havia
informacdo sobre o fenotipo do pai), deve-se oferecer o diagndstico pré-natal em todas
as gravidezes subsequentes ou aconselhar sobre opc¢des de técnicas de reproducdo
medicamente assistida. E importante também estender o estudo desta regido a outros
familiares diretos ou de risco. Nos casos 1,3 e 6 foram identificadas delegdes de novo,
sendo oferecido diagnostico pré-natal em futuras gestacdes do casal pois ha o risco de
recorréncia de 1 a 2% atribuivel a possibilidade de mosaicismo gonadal. O
aconselhamento aos progenitores dos casos 4 e 5 é uma situacdo mais complexa. As
delecdes dos casos 4 e 5, ambas ndo envolvendo nenhuma das regides criticas
(WHSCR1 e WHSCR2), foram herdadas dos pais com delecdo semelhante (ndo havia
informacdo sobre o fendtipo). E possivel oferecer aos progenitores do caso 2 um
diagndstico genético, pré-natal e/ou pré-implantacdo pelo risco acrescido de doenca
genética.

Fazer o diagndstico correto de WHS permite delinear um plano estratégico para
o0 portador e familia permitindo um seguimento mais dirigido, bem como a apresentacao
de um prognostico. Este depende da presenca ou auséncia de malformagbes graves e

epilepsia (tipo e severidade).’
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Conclusao

Todos os casos apresentavam delecdo da regido 4p16.3 que variava em tamanho
de 0,28 Mb (caso 5) a mais de 5-10 Mb (caso 1).

Os casos 1 a 6 comprovam que as manifestacdes fenotipicas do WHS podem ser
variaveis e suportam muitas das relagdes apontadas previamente entre caracteristicas do
fenotipo e genes que se encontram envolvidos na delecdo. E demonstrado que os genes
responsaveis pela maioria das caracteristicas fenotipicas tipicas encontram-se
localizados nas regides criticas — WHSCR1 e WHSCR2. O caso 4 ndo exibe delecéo de
nenhum dos genes referidos como associados ao fen6tipo de Wolf-Hirschhorn, sendo
dedutivel que o défice cognitivo que a menina apresenta se deve a outro gene, ainda nao
associado a doenca.

Como o diagnostico de WHS s6 € feito se houver delecdo de uma das regifes
criticas, justifica-se a razdo para ndo se poder fazer este diagndstico nos casos 4 e 5 e
correspondentes progenitores portadores, apesar de ser possivel identificar nestes casos
caracteristicas fenotipicas sobreponiveis ao sindrome.

A delecdo destas regides ndo é suficiente para a expressdo de todo o fenotipo,
existindo outros genes, como FGFRL1, CPLX1, DGKQ, CTBP1, fora das regides
criticas, que mostram ser responsaveis por alguns tracos fenotipicos.

Os estudos de citogenética e gendmica molecular — citogenética convencional,
FISH, MLPA e array-CGH - devem ser complementares na procura de um diagndstico,

pensando nas capacidades, limitacGes e custo de cada técnica. Mesmo que a citogenetica
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convencional dé um resultado normal, se os achados clinicos e/ou ecograficos
continuarem a ser sugestivos desta ou de outra anomalia cromossémica, devem ser
feitos outros estudos de citogenética molecular ou genémica de modo a tentar obter um
diagndstico em tempo til nos casos em pré-natal. Este artigo apoia ainda que o estudo
de casos com suspeita clinica de WHS néo se foque apenas na pesquisa das regides
criticas definidoras do sindrome, propondo que se utilizem técnicas como o array-CGH,
que permitem o estudo do genoma mais abrangente. A necessidade de um diagnéstico
impera também nos casos de criangas como 0s casos 4-6 pois auxilia a elaboracdo de
um plano de seguimento e o progndstico.

A interpretacdo do mecanismo que causa a delecédo, possibilitada pelo estudo do
material genético dos progenitores, revela-se de extrema importancia para discutir com
o casal o risco de recorréncia e a possibilidade de seguimento em gravidezes
subsequentes.

Este estudo permitiu analisar o processo laboratorial de diagnéstico perante a
suspeita clinica de um sindrome genético num laboratério de Genética clinica como o
Laboratdrio de Citogenética e Gendmica da FMUC, promovendo uma melhor visdo

sobre a parceria entre a clinica e o laboratorio.
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