NOTA CLINICA

PEDIATRICA

Acta Pediatr Esp. 2006, 64(11): 565-569
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Resumen

Presentamos el caso de una recién nacida, estudiada por un
fenotipo peculiar con cariotipo normal. Se realizé un analisis
genético de las regiones subteloméricas mediante la técnica
MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification)y se
confirmaron los hallazgos mediante hibridacion in situ fluores-
cente (FISH). Se detectd un reordenamiento de estas regiones
en los cromosomas 4 y 20 de manera que la paciente presen-
taba una delecién en 4p y una amplificacion en 20p, responsa-
ble la primera de ellas del sindrome clinico de Wolf-Hirschhorn.
En el estudio familiar se encontrd un reordenamiento subtelo-
mérico balanceado en el padre de la nifia y en la hermana del
padre, cuya hija resulté también estar afectada por dicho sin-
drome.
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Abstract

Title: Complex subteloremic rearrangements in familial
Wolf-Hirschhorn syndrome

We report the case of a girl who presented a peculiar phenotype
at hirth, with a normal karyotype. Genetic analysis of the subtelom-
eric regions was performed using multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) and the findings were confirmed by fluor-
escent in situ hybridization (FISH). A rearrangement of these regions
was detected in chromosomes 4 and 20, there being a 4p deletion,
which is responsible for Wolf-Hirschhorn syndrome, and an amplifi-
cation of 20p. In the family study, we found a balanced subtelomeric
rearrangement in the girl's father and in the father's sister, whose
daughter was also found to be affected by the syndrome.
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Introduccion

Las alteraciones cromosdmicas que involucran a las regiones
subteloméricas son el factor genético causante en el 5-7% de
los individuos con retraso mental®2. Por esta razon, el cribado
de los subtelémeros es una herramienta de gran valor diagnés-
tico en pacientes con una puntuacion clinica =3, empleando el
listado para reordenamientos elaborada por De Vries?: historia
familiar de retraso mental, retraso del crecimiento intrauterino,
alteraciones del crecimiento posnatal, 2 o mas caracteristicas
de dismorfia facial, una 0 mas caracteristicas de facies no dis-
morfica o anormalidades congénitas.

El método generalmente utilizado para la identificacion de
estas alteraciones ha sido la hibridacién in situ fluorescente
(FISH) en metafase, pero resulta caro y requiere tiempo. Un
método alternativo es un ensayo disponible de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), conocido como multiplex liga-
tion-dependent probe amplification (MLPA), que permite una
cuantificacién rapida y precisa de toda la regién subtelomé-
rica, por lo que se estéa utilizando para detectar defectos en
estas regiones en pacientes con retraso mental de causa des-
conocida u otros rasgos clinicos. Las aberraciones identifica-
das mediante MLPA pueden ser confirmadas posteriormente

mediante andlisis de FISH con sondas especificas para los
telémeros implicados®.

El sindrome de Wolf-Hirschhorn, descrito en 1965 por Wolf
et al., se trata de una aberracién cromosémica estructural, con
una frecuencia estimada de 1/50.000 nacimientos, que se ma-
nifiesta clinicamente por una serie de alteraciones fenotipicas
a todos los niveles®® (tabla 1); las més caracteristicas son las
craneofaciales, que configuran en su conjunto una facies en
«casco de guerrero griego». Existen otras alteraciones, como el
retraso de crecimiento prenatal y posnatal, la microcefalia,
el retraso mental grave, con coeficiente intelectual inferior a
20, las cardiopatias congénitas, las anomalias renales y geni-
tales, y también son frecuentes las crisis convulsivas®’. Ade-
maés, tras el sindrome 5p—, o cri du chat, constituye el segundo
sindrome por delecién del grupo B delineado®.

La causa del sindrome es un defecto en la porcién distal
del brazo corto del cromosoma 4, mas concretamente en la
banda 4p16.3. Seguin Lejeune et al.?, la pérdida de los segmen-
tos terminales 4p16—4p-ter es una condicién necesaria para
la completa expresion del sindrome. La mayoria de los casos
(90%) aparecen de novoy se originan generalmente en el cro-
mosoma 4 paterno. La mayoria de los casos debidos a una
translocacién balanceada son de origen materno, y en ellos
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® Microcefalia

 Dolicocefalia

© Prominencia frontal

® Raiz nasal ancha y plana
 Hipertelorismo

e Hendiduras palpebrales oblicuas
e Punta nasal cuadrada que rebasa el tabique
e Philtrum profundo y estrecho

® Labio leporino y fisura palatina

e Micrognatia

e Anomalias del cartilago auricular
e Foseta preauricular

Cuello e largo y fino
Tronco e Forma alargada
e Escoliosis

e Costillas supernumerarias

© Malformaciones vertebrales
e Espina bifida

e Sacro bifido

e Foseta coccigea

encontramos, ademas de la delecion distal en 4p, una duplica-
cion de un segmento del otro cromosoma implicado en la trans-
locacion®191". Con respecto a estas trisomias parciales que
suelen acompafiar a la monosomia 4p— en los casos de trans-
locaciones no balanceadas, hay que destacar que las alteracio-
nes fenotipicas predominantes suelen deberse a la delecion en
4p— (fenotipo del sindrome de Wolf-Hirschhorn), que no estan
enmascaradas por |as trisomias parciales'?.

Presentamos el caso de una recién nacida afectada de una
monosomia 4p con el fenotipo clinico caracteristico y una tri-

Malformaciones estructurales en el sindrome de Wolf-Hirschhorn

Miembros e Aspecto grécil

e Luxacion de las caderas

e Fosetas en los codos y las rodillas
© Dedos largos

® Pliegues supernumerarios

e Pulgares de implantacién alta

 Posturas viciosas en los dedos de los pies

Genitales  Hipospadias. Pene pequefio
e Testiculos ectopicos

 Hipoplasia escrotal

Organos * Defectos del septo cardiaco
Internos * Malformaciones del sistema nervioso central
e Malformaciones renales

somfa parcial 20p resultante de una traslocacion balancea-
da paterna, estudiada mediante estos métodos de analisis
genético de alta resolucion (MLPA, FISH), asi como su fami-
lia, y comentamos los aspectos méas interesantes del caso
clinico.

Caso clinico

Recién nacida, de 35 semanas de edad gestacional, primera
hija de padres sanos y no consanguineaos, con historia familiar

Figura 1. Se aprecia la cara peculiar en forma de «casco de guerrero griego» y las fosetas y pliegues supernumerarios de flexion en los codos

©2006 Ediciones Mayo, S.A. Todos los derechos reservados



Reordenamientos subteloméricos complejos en un sindrome de Wolf-Hirschhorn familiar. R. Carceller Beltran, et al.

de retraso mental en 3 hermanos del padre. Embarazo por fe-
cundacion in vitro, con triple cribado negativo, parto por cesa-
rea por crecimiento intrauterino retardado (CIR) y Doppler pa-
tolégico. Apgar 7/9. Peso 1.500 g (<p3), talla 41 cm (<p3),
perimetro craneal (PC) 28,5 cm (<p3). En la exploracion resalta-
ba una facies inexpresiva y dismérfica muy caracteristica, con
aspecto de «casco de guerrero griego», con microcefalia y pro-
minencia de la frente, raiz nasal ancha y larga, con la punta de
aspecto cuadrado, hipertelorismo y hendiduras palpebrales
antimongoloides, retromicrognatia y orejas puntiagudas de im-
plantacién normal. Otros hallazgos del examen fisico fueron los

siguientes: paladar ojival, tronco largo y fino, extremidades gra-
ciles con fosetas y pliegues de flexién supernumerarios en am-
bos codos, y también una foseta coccigea sin fistula (figura 1).
Los pulgares de ambas manos eran de implantacién proximal,
con clinodactilia de los dedos 2 y 5; en los dedos de los pies se
observaban tamhién posturas viciosas.

Los estudios bioldgicos, el fondo de ojo, la radiologia, las
pruebas de neuroimagen vy las ecografias cardiaca y renal fue-
ron normales. El electroencefalograma (EEG) mostré un trazado
con signos de inmadurez, y los potenciales evocados troncula-
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Figura 2. Andlisis genético de las regiones subteloméricas mediante la técnica MLPA
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res una notable disfuncion de las vias auditivas, sobre todo en
el ofdo derecho.

La paciente fue incluida precozmente en un programa de es-
timulacién motora y sensorial y, actualmente, a los 24 meses
de vida, su evolucion esta determinada por un desarrollo pon-
dostatural lento, con peso, talla y PC <p3, y un retraso global
en sus adquisiciones psicomotoras, con notable hipotonia, y
crisis convulsivas por epilepsia controladas con valproato sédi-
co a partir del afio de vida.

El cariotipo realizado fue aparentemente normal con ban-
deo GTG (a 550) en el probando y los padres. Se decidié apli-
car el andlisis de MLPA empleando el kit SALSA P036 Human
Telomere Test (MRC-Holland, Amsterdam, Holanda)'®, com-
puesto por una serie de sondas disefiadas especificamente
para testar todos los desequilibrios cromosémicos teloméri-
cos. Este andlisis en la paciente mostré una delecion de la
regién terminal del cromosoma 4p y amplificaciones de las re-
giones subteloméricas 16p y 20p, y en el padre una amplifica-

PACIENTE

cion de la region terminal del cromosoma 16p sin otros reor-
denamientos subteloméricos (figura 2). En la madre no se
evidencié ninguna alteracion. A continuacion se realiz6 un
anélisis mediante FISH para confirmar los reordenamientos
subteloméricos identificados por MLPA, empleandaose las son-
das Vysis especificas para telémeros. Con las sondas del sin-
drome de Wolf-Hirschhorn (LSl WHS 4p16.3) y 20pTEL
(D20S1157), las imagenes de FISH mostraron el desequilibrio
de los reordenamientos detectados por MLPA en la nifia, ha-
llandose una delecién telomérica 4p y la amplificacion del
telémero 20p, con una translocacién no balanceada de 20p a
4p—. La formula cromosémica de la nifia era: 46, XX, ish der(4),
der(20), del(4)(p16.3)(D4S3359-), ish trip(20)(p13)(D20S1157x3).
En cuanto al padre, el andlisis de FISH, empleando las mismas
sondas que en su hija, mostré un reordenamiento subtelomé-
rico balanceado por una translocacion reciproca entre el brazo
4py el 20p. La férmula cromosémica del padre era: 46, XY, ish
der(4)t(4;20)(p16.3-p13) (figura 3). La amplificacion de 16p que
mostraba el andlisis MLPA en la nifia y en su padre no pudo

asia Well =eeclhare=-1s o £U

Figura 3. Estudio genético mediante FISH. A) Sonda LS| WHS Wolf-Hirschhorn Cr 4 + sonda Tel Cr 20p. Se aprecia la delecion en la regién
4p16.3 del brazo corto del cromosoma 4 y la trisomia en la regidn Tel 20p del brazo corto del cromosoma 20. B) La paciente ha heredado el
cromosoma 4 andmalo paterno y el cromosoma 20 normal del mismo. C) Sonda LS| WHS Wolf-Hirschhorn Cr 4 + sonda Tel Cr 20p. Se observa
la translocacion reciproca entre las regiones teloméricas de los brazos cortos del cromosoma 4y los brazos cortos del cromosoma 20. D) La
paciente ha heredado del padre el cromosoma 4 anémalo y el cromosoma 20 normal, lo que ha provocado una delecion Cr 4p + trisomia Cr 20
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demostrarse en ninguno de los 2 mediante FISH aplicando la
sonda 16pTEL(D16S3400) y painting 16, debido probablemen-
te a un polimorfismo familiar.

Se intent6 estudiar, ademés, a la familia del padre por los
antecedentes de retraso mental en 3 de sus hermanos, proba-
blemente afectados por la desestructuracion cromosémica,
pero no fue posible. Si se pudo realizar el mismo anélisis a una
hermana del padre y su hija; la hermana resulté ser portadora de
la misma translocacion balanceada, y su hija presentaba la
misma desestructuracion cromosémica que la paciente.

Discusion

Segun los resultados del estudio genético, la paciente de este
caso clinico es trisémica para los segmentos p13—p-ter del
cromosoma 20, y monosémica para los segmentos p16.3—p-
ter del cromosoma 4. La monosomia parcial del cromosoma
4 parece ser la causa determinante del fenotipo clinico del sin-
drome de Wolf-Hirschhorn.

Revisando la literatura médica, hemos encontrado numero-
sas publicaciones con monosomia parcial 4p— pura o combina-
da con diferentes trisomias parciales (de 4q, 6p, 9p, 10p, 12q,
13q, 15q, 18p, 20p y 21q) y, en ocasiones, con otras MoNoso-
mias parciales (14q y 21q). En 2 de los estudios revisados, la
alteracion cromosémica hallada era la misma que la de nuestro
caso, 4p—y 20p+>'%, y en ambos, la causa de la alteracion cro-
mosémica era también la presencia en el padre de una trans-
locacién balanceada entre los brazos cortos de los cromosomas
4y 20. En uno de ellos se realizé el estudio completo de la fa-
milia por antecedentes obstétricos desfavorables: el padre del
feto con la alteracion 4p—y 20p+ presentaba una transloca-
cion balanceada entre los brazos cortos de los cromosomas 4
y 20, con una inversion en el cromosoma 18: 1(4;20)(p16;p12),
inv(18)(p11q11). El feto afectado por la alteracién cromosémica
era producto de una segunda gestacion tras un aborto previo,
confirmandose con la amniocentesis una trisomfa de 20p con
monosomia de 4p, oligoamnios grave y retraso del crecimiento
fetal. La gestacion terminé a las 25 semanas tras un aborto
terapéutico, comprobandose, ademas del retraso de crecimien-
to intrauterino, mltiples anomalfas externas y hallazgos inter-
nos por necropsia, caracteristicos del sindrome de Wolf-Hirs-
chhorn. El estudio de la familia se habifa realizado por el
antecedente en el hermano del padre de una translocacion ba-
lanceada entre los brazos cortos de los cromosomas 4 y 20,
tras haber tenido un primer hijo con una malformacién y un
aborto posterior, y un recién nacido normal aunque portador de
la misma translocacion balanceada'®.

En cuanto a las técnicas utilizadas para el diagnéstico de
aneuploidias, la FISH es la mas utilizada debido a su gran sen-
sibilidad y especificidad, pero al ser un método caro y lento,
resulta muy Util la aplicacién del ensayo de PCR disponible,
conocido como MLPA. Este método nos va a permitir, de mane-
ra sencilla y relativamente econémica, una cuantificacién rapi-
day precisa de toda la regién subtelomérica, lo que lo convier-

te en una técnica altamente aconsejable para el cribado
diagnéstico en este tipo de desestructuraciones cromosémi-
cas. Las aberraciones identificadas mediante MLPA pueden ser
confirmadas posteriormente por FISH con sondas especificas
para los telémeros implicados®.

La importancia de nuestro caso, y en general de estos diag-
nésticos, radica principalmente en la posibilidad de ofrecer un
consejo genético adecuado a los padres y facilitar el diagnés-
tico prenatal en los casos necesarios. Il
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