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I.    Introdução 

 

As anomalias cromossômicas ocorrem em cerca de seis a cada mil recém-

nascidos. As mais comuns são as aneuploidias, porém as alterações cromossômicas 

estruturais representam cerca de 40% das alterações cromossômicas em recém-nascidos 

(Jacobs e Hassold, 1986).  

As alterações cromossômicas, em sua maioria, constituem eventos esporádicos 

e, devido aos desequilíbrios de dose, o efeito fenotípico impede sua transmissão para a 

geração seguinte. Os rearranjos estruturais, entretanto, são predominantemente 

equilibrados e seus portadores geralmente não apresentam sinais ou sintomas clínicos. 

Esses rearranjos equilibrados podem, assim, ser transmitidos por seus portadores que, 

no entanto, possuem riscos reprodutivos aumentados; a segregação meiótica dos 

cromossomos participantes dos rearranjos e de seus homólogos normais pode levar à 

produção de gametas com o rearranjo estrutural em estado não equilibrado, resultando 

em abortos espontâneos, natimortos ou crianças nascidas vivas apresentando  sinais 

clínicos. Estudos de casais com histórico de abortamento de repetição mostram que, em 

3 a 6% daqueles que tiveram dois ou mais abortos consecutivos, um dos membros era 

portador de rearranjo equilibrado (Franssen et al., 2006).  

 

I.1 Técnicas de estudo de alterações estruturais cromossômicas 

Em 1956, Tjio e Levan mostraram que o número de cromossomos da espécie 

humana é 46. A partir desse momento foi possível associar anomalias cromossômicas 

específicas a doenças. Nos anos 70, foram desenvolvidos protocolos de coloração que 

produziam um padrão de bandas claras e escuras ao longo dos cromossomos 

(Caspersson et al., 1970; Drets e Shaw, 1971; Dutrillaux e Lejeune, 1971), totalmente 

reprodutível, permitindo a identificação de todos os pares de cromossomos, que eram 

anteriormente classificados apenas de acordo com o tamanho e a posição dos 

centrômeros. Alterações estruturais, como translocações, inversões, deleções e 

duplicações, passaram a ser identificadas com maior precisão.  

Apesar dos avanços trazidos para a identificação dos cromossomos, as técnicas 

de bandamento aplicada a cromossomo metafásicos/prometafásicos permitem a 

detecção de alterações cromossômicas que afetem no mínimo 5 a 10 Mb. Mas o nível de 

resolução pode ser menor, dependendo do padrão de bandas do segmento afetado. O 

desenvolvimento de técnicas moleculares aplicadas à citogenética trouxe maior precisão 
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na caracterização dos rearranjos cromossômicos. Essas técnicas permitem a análise do 

genoma de forma global (genome-wide) ou alvo-dirigida, com diferentes graus de 

resolução (revisão em Speicher e Carter 2005; revisão em Feuk et al., 2006; Miller et 

al., 2010).  

A técnica de hibridação in situ fluorescente (FISH), baseada na detecção de 

sondas de DNA hibridadas a sequências complementares em cromossomos, foi um 

avanço importante para os estudos citogenéticos. Nesse método, a sonda e o DNA alvo 

na lâmina são desnaturados, seguindo-se a hibridação das sequências complementares. 

Para visualização em microscópio de fluorescência, as sondas são ligadas diretamente a 

um fluorocromo ou são marcadas com um heptano (biotina ou digoxigenina), já 

conjugado a um fluorocromo ou reconhecido por um anti-heptano ligado a um 

fluorocromo. As sondas de DNA podem ser clonadas a partir de um cromossomo 

inteiro, no caso das bibliotecas cromossômicas ou a partir de um segmento específico, 

podendo ser sondas para sequências únicas ou repetitivas, como as centroméricas. No 

estudo de rearranjos cromossômicos equilibrados, a hibridação in situ fluorescente 

permite refinar a localização de pontos de quebra e identificar microdeleções ou 

duplicações nos cromossomos rearranjados. 

 A hibridação genômica baseada em microarrays constitui ferramenta efetiva 

para a detecção de perdas e ganhos de segmentos cromossômicos submicroscópicos em 

indivíduos com deficiência mental ou malformações congênitas (Miller et al., 2010). Na 

técnica de hibridação genômica comparativa baseada em microarray de DNA (a-CGH), 

o DNA controle e o DNA teste, marcados com fluorocromos diferentes, competem pela 

hibridação a sondas fixadas e organizadas na superfície de uma lâmina; perdas e ganhos 

de segmentos são indicadas pela diferença na intensidade da fluorescência dos 

fluorocromos. Os primeiros arrays utilizavam sondas clonadas em BACs (cromossomos 

artificiais de bactérias), porém plataformas mais recentes têm oligonucleotídeos como 

alvos de hibridação. Outro tipo de microarray tem sondas de SNP, que permitem não 

somente a avaliação de desequilíbrios cromossômicos, mas a genotipagem. Nessa 

abordagem, a amostra de um único paciente é hibridizada ao array e alterações no 

número de cópias são detectadas pela comparação com hibridações de controles 

realizados separadamente (Speicher e Carter, 2005). Além de perdas e ganhos de 

segmentos, os arrays de SNP têm a vantagem de detectar perdas de heterozigose e 

permitir a determinação da origem parental de rearranjos esporádicos (Miller et al., 

2010). A hibridação em microarrays aumentou o poder de resolução da análise 
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cromossômica global do nível de megabase para kilobase; consequentemente 

desequilíbrios cromossômicos não detectáveis pelas técnicas de bandamento passaram a 

ser identificados.  

A aplicação de aCGH na análise de rearranjos cromossômicos equilibrados 

evidenciou a presença de desequilíbrios submicroscópicos em cerca  25% dos rearranjos 

estudados (Gribble et al., 2005, Sismani et al., 2008, Baptista et al., 2008, Higgins et al., 

2008, De Gregori et al., 2007, Schluth-Bolard et al., 2009, Gijsbers et al., 2010, 

Feenestra et al., 2011). Rearranjo citogeneticamente equilibrado, é portanto, o melhor 

termo para designar esse tipo de alteração cromossômica (Chiang et al., 2012).  A 

aplicação de aCGH tem permitido não somente detectar alterações submicroscópicas 

nos pontos de quebra citogenéticos, mas também alterações distantes a ele nos 

cromossomos rearranjados (Gribble et al., 2005; Sismani et al., 2008), essa uma 

vantagem em relação à técnica alvo-específico de FISH. Ao investigar o genoma todo e 

não apenas os cromossomos rearranjados, o aCGH permite identificar também 

desequilíbrios de cromossomos que não participam do rearranjo, mas que podem ser a 

causa  do fenótipo (Morales et al., 2009).  

Nos últimos anos várias técnicas denominadas de next generation sequencing 

(NGS) têm sido desenvolvidas (Scouarnec e Gribble, 2012). Os sequenciadores de NGS 

têm a capacidade de processar a sequência de milhões de reads em paralelo, enquanto 

que os sequenciadores baseados em capilares processam, no máximo, 96 sequências 

simultaneamente (Mardis et al., 2008). Por meio desse tipo de sequenciamento, a 

sequência de milhões de moléculas de DNA é determinada simultaneamente, após a 

preparação de fragmentos obtidos a partir bibliotecas, permitindo assim a produção de 

reads. As reads são alinhadas em relação a um genoma de referência e, 

consequentemente, variações de bases, pequenas inserções/deleções (in/dels), variações 

de números de cópias (>50pb) e rearranjos equilibrados são detectados (Scouarnec e 

Gribble, 2012). A aplicação de NGS no estudo de rearranjos citogeneticamente 

equilibrados aumentou o poder de resolução da análise do nível de megabase (cariótipo) 

e dezenas a centenas de kilobases (FISH e aCGH) para o nível de pares de bases (Chen 

et al., 2008; Halgren et al., 2012; Slade et al., 2010; Sobreira et al., 2011, Talkowski et 

al., 2011; Chiang et al., 2012; Kloosterman et al., 2012; Schluth-Bolard et al., 2013; 

Suzuki et al., 2014; Utami et al., 2014). Inicialmente os cromossomos derivativos eram 

isolados por flow-sorting (Chen et al. 2008; Chen et al. 2010). Com a diminuição da 

relação custo benefício do sequenciamento do genoma todo, o isolamento dos 
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cromossomos derivativos por flow sorting deixou de ser necessário, e atualmente 

bibliotecas whole-genome são utilizadas para o estudo de rearranjos equilibrados 

(Scouarnec e Gribble, 2012; Slade et al., 2010). 

 A estratégia de NGS mais eficiente para caracterizar rearranjos cromossômicos 

tem sido o sequenciamento por paired-end reads, em que os pares de reads são 

sequências curtas de ambas as extremidades de cada um dos milhões de fragmentos de 

DNA (insertos) que compõem as bibliotecas (revisão em Le Scouarnec e Gribble, 

2012). Assim, apenas as extremidades dos insertos são sequenciados. Quando alinhados 

ao  genoma de referência, pares de read devem estar mapeados a distância 

correspondente ao tamanho do inserto gerado pela biblioteca  (revisão em Scouarnec e 

Gribble, 2012). O clustering de pelo menos três pares de reads discordantes sugere a 

presença de rearranjo cromossômico (Korbel et al., 2007). As deleções são identificadas 

por pares de reads que no genoma de referência estão mais distantes uma da outra.   Já 

em inserções e duplicações em tandem, os pares de reads estão mais distantes do que no 

genoma de referência.  Pares de reads que mapeiam na mesma fita de DNA indicam 

inversões. Pares de reads que mapeiam em cromossomos diferentes indicam a presença 

de translocação. O alinhamento de pares de reads delimita a extensão do segmento que 

contém o ponto de quebra em poucos kb, ou até mesmo, pares de bases. 

 No mapeamento de rearranjos cromossômicos equilibrados por mate-pair 

sequencing, utilizam-se insertos de aproximadamente 3 kb de extensão, o que aumenta a 

probabilidade de o inserto conter o ponto de quebra (pares de reads mapeados em 

cromossomos diferentes, no caso de translocações, ou que contêm orientações inversas, 

nas inversões) (Berglund et al., 2011; Talkowski et al., 2011; Halgren et al., 2012). 

Outra estratégia recentemente desenvolvida para o estudo de rearranjos equilibrados foi 

o sequenciamento por paired-end de bibliotecas construídas a partir de insertos mais 

extensos, com 7 a 11 kb de extensão (Utami et al., 2014). 

  Os intervalos das quebras definidos pelo mapeamento de pares de reads 

permitem posterior sequenciamento das junções dos fragmentos pelo método de Sanger 

e assim chegar aos mecanismos de formação dos rearranjos. Ao identificar e sequenciar 

múltiplos pontos de quebra simultaneamente, o uso de NGS também permite analisar 

rearranjos cromossômicos complexos (CCR), que contêm três ou mais quebras. As 

análises de CCR revelaram grande complexidade, com a identificação de múltiplas 

quebras, várias delas identificadas apenas por NGS (Talkowski et al., 2011; 

Kloosterman et al., 2012). Com base nesses resultados, mecanismos novos, como  
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chromothripsis, têm sido propostos para explicar a formação desses rearranjos 

complexos (Kloosterman et al., 2012). A aplicação de NGS trouxe também maior 

eficiência na identificação de genes candidatos aos quadros clínicos dos portadores dos 

rearranjos citogeneticamente equilibrados (Chen et al., 2008; Halgren et al., 2012; Slade 

et al., 2010; Sobreira et al., 2011).  

Talkowski et al. (2011) admitem que, futuramente, com uma melhor relação 

custo-benefício das técnicas de NGS, os rearranjos cromossômicos serão mapeados e 

sequenciados, em larga escala, no nível de resolução de pares de base. Esse é o objetivo 

do International Breakpoint Mapping Consortium (IBMC) que, por meio de 

colaborações entre laboratórios de vários países busca saturar o genoma humano com 

pontos de quebras de rearranjos equilibrados detectados em indivíduos clinicamente 

normais ou portadores de alterações fenotípicas (Tommerup et al., 2015). Um possível 

obstáculo para a análise  em larga escala de rearranjos é que esse tipo de alteração 

cromossômica é identificado inicialmente por técnicas de bandamento. Recentemente o 

sequenciamento low coverage, aliado ao aprimoramento das estratégias de filtragem dos 

dados de NGS, permitiu identificar rearranjos equilibrados mesmo sem sua detecção a 

priori no cariótipo; essa pode ser a estratégia futura para a identificação desse tipo de 

alteração estrutural (Dong et al., 2014). 

Mesmo com o aumento da resolução dos microarray, a técnica de hibridação 

genômica não revela a presença de rearranjos cromossômicos equilibrados, porém 

detecta perda ou ganho de segmentos a eles associados. A hibridação genômica baseada 

em microarray também não é capaz de determinar a localização de duplicações.   Dessa 

forma, futuramente, as técnicas de sequenciamento de nova geração, capazes de detectar 

alterações estruturais equilibradas e não equilibradas, devem substituir os microarrays 

no estudo de indivíduos com malformações congênitas ou atraso de desenvolvimento 

neuropsicomotor ou deficiência intelectual (Vergult et al., 2014). A identificação das 

quebras no nível de pares de bases é outra vantagem do NGS em relação ao microarray.  

  

I.2. Mecanismos de formação de alterações estruturais cromossômicas 

Quebras na dupla fita do DNA ocorrem nas células devido a uma variedade de 

agentes endógenos (metabolismo oxidativo, recombinação VDJ) ou exógenos 

(radiações ionizantes, agentes químicos). As principais vias de reparo de quebras na 

dupla fita são os mecanismos de Non Allelic Homologous Recombination (NAHR) e 

Non-Homologous End Joining (NHEJ) (Symington e Gautier et al., 2011).  Outro 
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mecanismo, similar ao NHEJ, é o e microhomology-mediated end-joining (MMEJ) 

(McVey et al., 2008) 

 O reparo das quebras na dupla fita do DNA pode originar alterações estruturais 

equilibradas e não equilibradas. No passado, os mecanismos de formação e as 

sequências participantes da maior parte dos rearranjos equilibrados eram pouco 

conhecidos devido às técnicas disponíveis para caracterizar  as junções dos fragmentos  

(FISH, Southern blotting, inverse-PCR ou long range PCR) e permitir o 

sequenciamento pelo método de Sanger. O crescente conhecimento da sequência e da 

arquitetura do genoma humano e o desenvolvimento de técnicas de NGS tornaram 

factível a elucidação dos mecanismos de formação desses rearranjos cromossômicos.   

A recombinação homóloga não alélica (NAHR) é o mecanismo responsável pela 

formação de alterações estruturais recorrentes. Esse é o mecanismo que origina a 

maioria das deleções e duplicações recorrentes, como a duplicação do cromossomo 17, 

que causa a doença de Charcot-Marie-Tooth do tipo 1A (CMT1A; MIM 601097), e a 

deleção do cromossomo 7, que resulta na síndrome de Williams-Beuren (WBS; MIM 

194050). Em geral, a recombinação ocorre entre repetições de poucas cópias (Low Copy 

Repeats, LCR), que têm entre 10 e 500 kb de extensão e compartilham mais de 95% de 

identidade; representam 5% a 10% do genoma humano. Mais raramente, elementos 

repetidos (Short Interspersed Nuclear Elements, SINE; Long Interspersed Nuclear 

Elements, LINE) também podem ser substratos para a recombinação homóloga não 

alélica (revisão em Shaw e Lupski, 2004). O mecanismo de NAHR também foi 

proposto para a formação da translocação recíproca recorrente t(4;8)(p16;p23). Ambos 

os pontos de quebra ocorrem em clusters de genes de receptores olfativos, sugerindo 

que a recombinação entre esses lócus em 4p16 e 8p23 seja responsável pela formação 

do rearranjo (Giglio et al., 2001). No caso das translocações Robertsonianas, o 

emparelhamento de sequências repetitivas pericentroméricas, que teriam homologia em 

cromossomos acrocêntricos, facilitariam a transferência de braços cromossômicos, pela 

troca entre sequências emparelhadas em disposição invertida (revisão em Shaffer e 

Lupski, 2000). As translocações Robertsonianas e a t(4;8)(p16;p23) formam-se 

preferencialmente na gametogênese materna (Page et al., 1997; Giglio et al., 2002).  

Outro mecanismo que atua na formação de rearranjos cromossômicos é a junção 

de extremidades não homólogas (NHEJ). Ocorrendo mais de uma quebra na dupla fita 

de DNA em uma célula, o reparo por NHEJ pode unir extremidades que não estavam 

contíguas, originando rearranjos estruturais. Inicialmente, as extremidades quebradas 
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emparelham-se com base na homologia de alguns poucos pares bases e sua junção 

ocorre após adição ou perda de alguns pares de base, tornando as fitas compatíveis (Gu 

et al., 2008).  

Estudos em que foram sequenciadas junções das quebras de rearranjos 

citogeneticamente equilibrados, em indivíduos com malformações congênitas graves ou 

atraso de desenvolvimento neuropsicomotor, mostraram que, raramente, são observadas 

sequências que, pela identidade compartilhada, poderiam ter mediado a formação do 

rearranjo por NAHR (Higgins et al., 2008; Lieber et al., 2010; Gohring et al., 2010) e 

depois da aplicação do NGS (Talkowski et al., 2011; Chen et al., 2008; Chen  et al., 

2011; Sobreira et al., 2011;  Kloosterman et al., 2012; Chiang et al., 2012; Nazaryan et 

al., 2014; Schluth-Bolard et al., 2013; Suzuki et al., 2014; Utami et al., 2014). Por outro 

lado, nas junções dos rearranjos foram detectadas duplicações, inserções e deleções de 

poucos pares de base, uma indicação de NHEJ como mecanismo gerador do rearranjo. 

Esses trabalhos também evidenciaram que rearranjos equilibrados não recorrentes 

formam-se preferencialmente na espermatogênese (Borg et al., 2002; Ciccone et al., 

2005; Thomas et al., 2010; Grossmann et al., 2010; Kloosterman et al. 2011).  

Apesar de não ser encontrada homologia (>70pb) nas junções das quebras de 

rearranjos citogeneticamente equilibrados, em cerca de 30% deles, ocorre micro 

homologia de dois ou mais pares de bases entre as sequências participantes dos 

rearranjos (Chiang et al., 2012), sugerindo que mecanismos baseados em micro 

homologia (>70pb) possam contribuir também para a formação de alterações estruturais 

citogeneticamente equilibradas (Kloosterman et al., 2012). No entanto, micro 

homologia de 1 pb a 4 pb de extensão é frequentemente utilizada pelas enzimas do 

NHEJ e podem apenas refletir  a ocorrência desse mecanismo (Ma et al., 2003; Lieber et 

al., 2010). 

Um mecanismo de formação similar ao NHEJ, mas baseado em micro 

homologia é o MMEJ, em que  o reparo de quebras de dupla fita do DNA requer micro 

homologia de 5 pb a 25 pb para  alinhar as extremidades quebradas, antes de torná-las 

compatíveis (McVey et al., 2008). O processo de MMEJ sempre resulta em deleções, 

em geral maiores que as observadas no reparo por NHEJ (30-200pb; Kent et al., 2015); 

inserções também podem ocorrer, embora sejam raras.  

A determinação das quebras no nível de pares de bases é necessária não somente 

para elucidar os mecanismos responsáveis pela sua formação, mas também para 

determinar a existência de estruturas secundárias do DNA que possam ter favorecido a 
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ocorrência das quebras. A translocação recíproca recorrente mais frequente, a 

t(11;22)(q23;q11), é um exemplo de rearranjo associado à formação de estruturas 

secundarias do DNA que criariam instabilidade genômica em loco específico (revisão 

em Kurahashi et al., 2010). Os pontos de quebra em 11q23 e 22q11 localizam-se em 

regiões ricas em AT, que formam estruturas palindrômicas denominadas, 

respectivamente, de PATRR11 e PATRR22 (Palindromic AT-rich Repeats, PATRR) 

(Kurahashi et al., 2000; Kurahashi et al., 2001; Kurahashi et al., 2007). A caracterização  

dos fragmentos de junção da t(11;22) localizou os pontos de quebras, em ambos os 

cromossomos, no centro das PATRR (Kurahashi et al., 2000). Pequenas regiões 

palindrômicas de DNA, como as PATRR, podem formar estruturas cruciformes de fita 

dupla que induziriam a instabilidade genômica, levando a quebra na dupla fita e 

formação das translocações (Kurahashi et al., 2004). A ausência de homologia e a 

presença de pequenas deleções nos pontos de quebra da t(11;22) sugerem que, após a 

quebra na dupla fita do DNA, o reparo é realizado via NHEJ (revisão em Shaffer e 

Lupski, 2000). A frequência relativamente alta da t(11;22) em espermatozóides de 

homens normais (Kurahashi et al., 2001b) e a origem paterna de t(11;22) esporádicas 

(Ohye et al., 2010) indicam que esse rearranjo se origina na espermatogênese. 

Nos últimos anos, o uso de ferramentas, como a hibração genômica em 

microarray e o sequenciamento de nova geração, para a caracterização dos pontos de 

quebra e junção dos rearranjos cromossômicos, vem revelando sua complexidade e  

novos mecanismos têm sido propostos para explicar a formação desses rearranjos, como  

chromotripsis e mecanismos baseados em erros na duplicação do DNA, como  Fork 

Stalling and Template Switching - FoSTeS (Lee et al., 2007)  e  microhomology-

mediated break-induced replication (MMBIR; Hastings et al.,  2009).  

Ao identificar múltiplos pontos de quebras e fragmentos de junção 

simultaneamente, as técnicas de NGS permitiram determinar a estrutura dos rearranjos 

cromossômicos complexos citogeneticamente equilibrados (Stephens et al., 2011; 

Kloosterman et al.,2012; Chiang et al., 2012). A complexidade desses rearranjos levou  

à proposição de novos mecanismos para explicar sua formação. Inicialmente proposto 

como modelo para a formação de rearranjos somáticos complexos, formados a partir de 

mais de cem quebras, em tumores (Stephens et al., 2011), o mecanismo de 

chromotripsis também foi sugerido como responsável pela formação de rearranjos 

complexos na linhagem germinativa (Kloosterman et al. 2011; Chiang et al., 2012; 

Kloosterman et al. 2012; Nazaryan et al., 2014). Nesse mecanismo, em uma única 
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célula, agentes endógenos ou exógenos induziriam, simultaneamente, múltiplas quebras 

na dupla fita do DNA, resultando em fragmentação cromossômica. A união dos 

fragmentos seria feita por NHEJ ou MMEJ. O clustering de pontos de quebras sugeriu 

que os rearranjos não poderiam ter-se formado por eventos múltiplos e independentes, 

em subclones diferentes, hipótese apoiada pela análise estatística (Stephens et al., 2011). 

Extensa reorganização de segmentos é observada em rearranjos cromossômicos 

formados a partir chromothripsis. Rearranjos tumorais também estão associados a várias 

perdas e ganhos de segmentos, embora rearranjos originados na linhagem germinativa 

sejam predominantemente equilibrados.   A análise por NGS de múltiplas linhagens 

celulares de diferentes tipos de câncer revelou sinais de chromothripsis em 2 a 3% das 

células estudadas, e em até 25% dos tumores de tecidos ósseos (Stephens et al., 2011). 

Por outro lado a frequência do mecanismo em rearranjos na linhagem germinativa ainda 

não está determinada, pois poucos rearranjos complexos foram investigados por NGS. 

Embora muitos aspectos a respeito do mecanismo de chromotripsis ainda não terem  

sido esclarecidos, evidências sugerem a participação de micronúcleos. Erros mitóticos 

que levam a atraso anafásico e erros na replicação do DNA podem levar à formação de 

micronúcleos de (Terradas et al., 2010; Crasta et al., 2012).  Foi demonstrado 

experimentalmente que o isolamento de um ou alguns poucos cromossomos que 

sofreram atraso anafásico em micronúcleos pode facilitar a formação de rearranjos 

cromossômicos complexos, por mecanismo típico de chromothripsis. No interior dos 

micronúcleos, os cromossomos estariam mais suscetíveis a sofrer quebras, evidenciando 

a importância da arquitetura nuclear e do envelope nuclear para a manutenção da 

instabilidade genômica em células eucarióticas (Zhang et al., 2015). 

Apesar de raramente estarem associados a rearranjos equilibrados, mecanismos 

baseados na replicação do DNA, como  FoSTeS e MMBIR, estão sendo identificados 

como responsáveis pela formação de um número crescente de rearranjos complexos 

associados a doenças, conforme observado para os lócus do PLP1, MECP2, DMD, entre 

outros (Zhang et al., 2009). Esses mecanismo decorre de trocas de forquilha, facilitadas 

por meio do annealing de sequências que compartilham micro homologia de 2 pb a 5 pb 

de extensão (Ottaviani et al., 2014). Em comum, os rearranjos cromossômicos formados 

a partir desses mecanismos, além da micro homologia, incluem múltiplos pontos de 

quebra e inserção de segmentos de DNA mapeados em outras regiões do genoma. 

O primeiro mecanismo baseado na replicação DNA, proposto para a formação 

de rearranjos cromossômicos, foi o FoSTeS, para explicar rearranjos complexos 
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contendo segmentos duplicados interrompidos por segmentos intactos, triplicados ou 

deletados que incluíam o gene PLP1 (proteolipid protein 1), em afetados pela doença de 

Pelizaeus-Merzbacher (PMD; MIM 312080) (Lee et al., 2007).    FoSTeS baseia-se na 

correção da duplicação do DNA, interrompida por lesões ou formação de estruturas 

secundárias; diante da interrupção da forquilha de duplicação, a fita lagging invade 

outras forquilhas próximas e completa a  duplicação na forquilha original. A mudança 

de forquilha exige a presença de micro homologia com os sítios invadidos para o 

priming da extremidade 3' reiniciar a replicação. Apesar de FoSTeS aparecer como 

explicação para formação de rearranjos complexos, como as deleções  ou duplicações já 

associadas a síndromes, não há relatos de rearranjos citogeneticamente equilibrados que 

possam ter sido formados por FoSTeS. Outro mecanismo similar, proposto por Howarth 

et al. (2011), baseia-se em erros na replicação do DNA, para explicar a formação de 

translocações, nas quais ocorrem segmentos duplicados nas junções dos pontos de 

quebras, como na t(X;22)(q22;q13) que descrevemos (Fonseca et al., 2013). Nesse 

modelo, as duplicações são produzidas a partir de uma bolha de replicação do DNA, 

formada por duas forquilhas de replicação, com as sequências que estarão duplicadas, 

no centro. Quebras na dupla fita do DNA ou trocas de forquilhas em regiões específicas, 

seguidas de quebras no outro cromossomo, levariam à formação da translocação. Esse 

modelo pode explicar também deleções nos pontos de quebras de translocações. 

O MMBIR também foi proposto como modelo para explicar a formação de 

rearranjos complexos, contendo segmentos duplicados ou deletados interrompidos por 

segmentos intactos, invertidos ou triplicados (Hastings et al., 2009). O MMBIR é 

baseado no mecanismo experimentalmente comprovado de replicação induzida por 

quebra (break-induced replication, BIR), responsável pela formação de rearranjos 

complexos em leveduras (Morrow et al., 1997). Para que ocorram, BIR e MMBIR 

necessitam de uma extremidade livre de dupla fita de DNA durante a replicação, que 

pode originar-se após o colapso de uma forquilha de replicação ou ainda por meio da 

erosão de telômeros. Após ressecção da extremidade 5' ocorre a exposição da 

extremidade 3' overhang, que pode invadir sucessivas vezes outras regiões de fita única 

no genoma e servir de priming para reiniciar a replicação nesses pontos. A presença de 

LCR pode favorecer a parada da forquilha de replicação, podendo assim iniciar o 

processo. Como ocorre no FoSTeS,  múltiplas dissociações e invasões de novas fitas 

podem resultar em rearranjos extremamente complexos. Teoricamente o MMBIR 
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poderia formar translocações, se a fita invadida pertencer a outro cromossomo, embora 

não haja relatos na literatura. 

 

I.3 Mecanismos patogênicos associados a rearranjos cromossômicos   

     citogeneticamente equilibrados 

 Embora a maioria dos portadores de rearranjos cromossômicos 

citogeneticamente equilibrados serem clinicamente normais, 6% e 9,4%, 

respectivamente, das translocações e inversões aparecem associadas a alterações 

fenotípicas ao nascimento (Warburton, 1991). Estudos de indivíduos com deficiência 

intelectual e malformações congênitas evidenciaram que as translocações aparentemente 

equilibradas são mais frequentes nesse grupo do que na população geral (Tharapel et 

al.,1977; Fryns e van den Berghe,1979).   

Diferentes mecanismos têm sido identificados ou sugeridos para explicar a 

associação entre rearranjos cromossômicos citogeneticamente equilibrados e quadros 

clínicos: interrupção de genes pelas quebras cromossômicas (Tonkin et al., 2004; 

Vandeweyer et al., 2009); modificação da expressão de gene próximo aos pontos de 

quebra devido interrupção de região reguladora ou heterocromatização (Lettice et al., 

2002; Kleinjan e Heyningen, 1998; Leipoldt et al., 2009; Fonseca et al., 2013); 

formação de gene híbrido (Nothwang et al., 2001; Backx et al., 2011) e dissomia 

uniparental (Liehr, 2010), principalmente no caso de rearranjos herdados (Dupont et al., 

2002).  A aplicação de hibridação genômica em microarrays ao estudo de rearranjos 

aparentemente equilibrados de ocorrência esporádica tem revelado que microdeleções e 

microduplicações nos pontos de quebra ou próximas a eles, podem explicar os fenótipos 

alterados de cerca de 25% dos pacientes (Baptista et al., 2008, Higgins et al., 2008, 

Gijsbers et al., 2010; Feenestra et al., 2011; Fonseca et al., 2012). Esses desequilíbrios 

submicroscópicos também foram identificados, como mutações de novo, em rearranjos 

equilibrados associados a patologias, mas que foram herdados de genitores 

fenotipicamente normais (Cicconeet al., 2005; Schluth-Bolard et al., 2009; South et al. 

2010; Le Tanno et al., 2014). Outra possibilidade em rearranjos herdados é que o ponto 

de quebra pode ter inativado ou interrompido um gene, cuja haploinsuficiência não 

tenha consequências clínicas, mas que se manifeste na presença de alelo alterado 

herdado do outro genitor, num padrão recessivo de herança (Hearn et al., 2002; Lesnik 

Oberstein et al., 2006).  
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A aplicação de NGS ao estudo desses rearranjos tem agilizado a identificação de 

mecanismos patogênicos. O mapeamento de alta resolução dos rearranjos 

citogeneticamente equilibrados é determinante para a correlação genótipo-fenótipo, que 

depende dos genes ou regiões reguladoras que foram alteradas pelo rearranjo (Huang et 

al., 2010). Além da identificação de genes associados a doenças monogênicas, 

futuramente, a caracterização, em larga escala, de rearranjos equilibrados em indivíduos 

da população geral pode contribuir para elucidar os mecanismos genéticos responsáveis 

por doenças complexas e de manifestação tardia (Bache et al., 2006; Baptista et al., 

2008; Talkowski et al., 2011).  

Assim, a caracterização dos pontos de quebra de rearranjos cromossômicos 

citogeneticamente equilibrados pode levar à identificação de genes candidatos a serem 

responsáveis pelos quadros clínicos a eles associados. No entanto, é importante ressaltar 

que a associação entre fenótipo alterado e rearranjos equilibrados pode ser casual e 

indivíduos clinicamente normais portadores desses podem ter genes interrompidos pelos 

pontos de quebra (Baptista et al., 2008). 

 

 Interrupção de genes pelas quebras cromossômicas 

A investigação de rearranjos citogeneticamente equilibrados em indivíduos com 

deficiência intelectual e malformações congênitas frequentemente identifica genes 

associados  a doença, nas regiões das quebras, como no caso dos genes TCF4 e FOXP2, 

(Nazaryan et al., 2014; Schluth-Bolard et al., 2013). Esses genes são sensíveis a 

dosagem e os quadros clínicos estão associados a haploinsuficiência, resultante da 

interrupção pelas quebras cromossômicas. Ao identificar novos genes candidatos 

interrompidos pelas quebras cromossômicas, o estudo de rearranjos equilibrados tem 

contribuído também para elucidar os mecanismos genéticos de doenças monogênicas.  

A identificação do gene da distrofina foi um dos primeiros casos de mapeamento 

de um gene a partir de translocações. No início da década de 80 foram publicados  

trabalhos que descreveram mulheres afetadas por distrofia muscular do tipo Duchenne 

(DMD), que eram portadoras de translocações recíprocas entre o cromossomo X e um 

autossomo (Zatz et al., 1981, Boyd et al.,1986). Em todos esses casos, o ponto de 

quebra no cromossomo X ocorreu na banda Xp21, o que sugeria que o gene mutado na 

DMD estava localizado nesse segmento e que tinha sido interrompido pelas quebras que 

originaram as translocações. Esses resultados juntamente com a detecção de deleções 

em afetados permitiram a clonagem do gene da distrofina (Koenig et al., 1987). A 
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manifestação da DMD, que tem herança recessiva, nas mulheres foi resultado da 

inativação do cromossomo X normal. Em geral, esse padrão de inativação é observado 

em portadoras de translocações X- autossomo; o desvio da inativação casual decorre da 

seleção contrária às células que inativam o cromossomo X translocado, que não são 

equilibradas do ponto de vista funcional, pois apresentam dissomia parcial do 

cromossomo X e monossomia parcial do autossomo, por propagação da inativação. O 

estudo de translocações X;autossomo também tem sido importante para a identificação 

de genes candidatos a deficiência intelectual. Vandeweyer et al. (2009), em revisão 

sobre a associação de deficiência intelectual e translocações equilibradas, mostraram 

que esses rearranjos levaram à identificação de 11 novos genes relacionados a 

deficiência intelectual. Nesses casos, os resultados foram confirmados pela identificação 

de mutações em outros afetados. 

O estudo de rearranjos equilibrados também auxiliou a identificação de genes 

responsáveis por várias doenças localizados em autossomos como o NF1 

[neurofibromin1;  neurofibromatose tipo 1 (Schmidt et al., 1987; Ledbetter et al.,1989)], 

NSD1 [nuclear receptor binding SET domain protein 1; síndrome de Sotos; (Kurotaki et 

al., 2002)], e NIPBL [Nipped-B-like; Cornelia de Lange (Tonkin et al., 2004)]. Um 

exemplo interessante é o do gene DYRK1A (Dual-specificity tyrosine-(Y) 

phosphorylation regulated kinase1A), localizado no cromossomo 21. O estudo de duas 

translocações com pontos de quebra em 21q22.2 levou à identificação do gene 

relacionado ao fenótipo de deficiência intelectual, microcefalia e retardo de crescimento  

(Moller et al., 2008). Posteriormente, em outro paciente com quadro clínico similar foi 

identificada uma mutação de perda de função no gene DYRK1A (van Bon et al.  2011), 

confirmando a haploinsuficiência do gene como responsável por nova forma de 

deficiência intelectual sindrômica. Outro exemplo é o gene ARID1B (AT 

richinteractivedomain 1B) localizado em 6q25.3. Por sequenciamento mate-pair foram 

mapeados os pontos de quebra de uma translocação t(1;6)(p31;q25), detectada em um 

paciente com autismo, atraso de desenvolvimento neuropsicomotor, ausência de fala e 

agenesia do corpo caloso (Halgren et al., 2012). O ponto de quebra do cromossomo 6 

truncou o gene ARID1B. Outro paciente com quadro clínico similar, descrito 

anteriormente, era portador de translocação que também interrompia o gene ARID1B 

(Backx et al., 2011). Halgren et al., (2012) também mostraram a semelhança clínica 

entre os dois portadores de translocações e portadores de deleções que incluíam o 

ARID1B. Esses  dados sugerem que o gene ARID1B tenha  papel importante no 
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desenvolvimento do corpo caloso, e atuando sobre a fala. Recentemente uma inversão 

paracêntrica inv(2)(q14.3q34) caracterizada por NGS interrompeu o gene PTH2R 

(parathyroid hormone 2 receptor) em uma criança com craniossinostose não sindrômica 

(Kim et al., 2015). Outros pacientes portadores de alterações no gene devem ser descrito 

para confirmar a relação causal. 

O estudo de rearranjos equilibrados também tem sido importante para identificar 

genes responsáveis pelo quadro clínico em síndromes de microdeleções conhecidas. Um 

exemplo é a síndrome da deleção terminal 22q13.3, caracterizada por grave atraso de 

linguagem, deficiência intelectual moderada, hipotonia e dismorfismos faciais (MIM 

606232). Bonaglia et al. (2001) identificaram uma criança com quadro típico da 

síndrome, portadora de translocação equilibrada t(12;22)(q24.1;q13.3). O ponto de 

quebra no cromossomo 22 interrompia o gene SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin 

repeat domains 3), que é altamente expresso no córtex cerebral e no cerebelo. Os 

autores sugeriram que a haploinsuficiência desse gene seria responsável pela síndrome 

da deleção terminal em 22q13.3. Posteriormente, Wilson et al. (2003) identificaram uma 

região crítica de 130 kb comum a 46 pacientes com microdeleção, que incluía o gene 

SHANK3.  

A comparação entre rearranjos citogeneticamente equilibrados em indivíduos 

afetados e clinicamente normais revelou que a proporção de rearranjos que 

interrompiam genes foi maior no grupo controle do que nos rearranjos associados a 

quadros clínicos, embora haja predominância de genes que atuam no sistema nervoso 

entre os indivíduos afetados (Baptista et al., 2008). A detecção de genes interrompidos 

em rearranjos equilibrados em indivíduos normais pode, portanto, identificar genes cuja 

haploinsuficiência não tem efeito sobre o desenvolvimento (Bernheim et al., 2007). Por 

outro lado rearranjos equilibrados em indivíduos fenotipicamente normais também 

podem contribuir para elucidar mecanismos genéticos responsáveis por doenças 

complexas. Bache et al. (2006) avaliaram o potencial da associação entre translocações 

equilibradas e essas doenças. Para isso, investigaram a presença de várias doenças 

complexas em portadores de translocações equilibradas, sem histórico de doença de 

manifestação precoce. Foram consideradas como potencialmente associadas a doenças 

complexas, as translocações que segregavam com o quadro clínico, com lod score 

significativo, ou aquelas translocações cujos pontos de quebra estavam localizados em 

regiões que já haviam sido associadas às doenças. Os autores identificaram 42 pontos de 

quebra potencialmente associados a doenças complexas. A associação mais consistente 
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ocorreu entre um ponto de quebra em 1p36 em uma translocação t(1;18)(p36.1;q21) 

familial que segregava com dislexia. O lócus DYX8, também mapeado em 1p36, já 

havido sido associado à dislexia em estudo de ligação (Tzenova et al., 2004). Outra 

associação muito provável ocorreu entre uma translocação t(9;17)(q33;q25.3) e 

distúrbio bipolar familial. A associação entre o segmento 17q25.3 e o distúrbio bipolar 

foi apoiada pela identificação, no mesmo trabalho, de dois pacientes com depressão e 

pontos de quebra de translocação nesse segmento. Em outro estudo (Baptista et al., 

2008), uma translocação - t(4;16)(q35.1;p13.13), interrompia o gene FAT [tumor 

suppressor homolog 1 (Drosophila)]. Esse gene é pouco caracterizado em humanos, 

mas o ortólogo em Drosophila atua como supressor de tumor. Diante do aparecimento 

de prolactinoma aos 37 anos de idade na portadora do rearranjo, os autores sugerem que 

a interrupção do gene FAT possa ter contribuído para o desenvolvimento do tumor. 

 

 Formação de gene híbrido 

Os rearranjos cromossômicos podem formar genes híbridos, cujos produtos 

estão associados geralmente ao desenvolvimento de tumores. Para que ocorra a 

formação de transcrito hibrido, ambos os genes precisam estar orientados na mesma 

direção e o quadro de leitura deve ser preservado. O exemplo mais conhecido é o da 

leucemia mielóide crônica (MIM 608232), caracterizada pela presença da translocação 

t(9;22)(q34;q11) na linhagem tumoral (Rowley et al., 1973). No cromossomo 22 

derivativo, o cromossomo Filadélfia, ocorre a justaposição dos genes ABL (Breakpoint 

Cluster Region, cromossomo 9) e BCR (Abelson tyrosine kinase, cromossomo 22), 

formando um gene híbrido que codifica um polipeptídio similar ao produto do ABL. No 

entanto, a substituição da porção N-terminal de ABL pela porção N-terminal de BCR 

faz com que o produto híbrido tenha atividade desregulada e constitutiva de tirosina 

quinase. Essa proteína estimula a proliferação de células precursoras hematopoiéticas e 

impede que sofram apoptose.  

Apesar de raros, existem relatos de formação de transcritos híbridos associados a 

translocações em afetados por deficiência intelectual e malformações congênitas 

(Nothwang et al., 2001, Ramocki et al., 2003, Backx et al., 2011; Bertelsen et al., 2015). 

Nessas translocações constitutivas, mesmo diante da formação de produtos híbridos, a 

haploinsuficiência de genes interrompidos pelas quebras cromossômicas parece ser a 

causa dos quadros clínicos. Entretanto, o ganho de função ou o efeito dominante 

negativo dos transcritos híbridos constitutivos não pode ser descartado. 
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 Efeito de posição 

O efeito de posição é definido como  alteração da expressão gênica devida a 

mudança de posição do gene do seu ambiente cromossômico, não estando associado a 

mutação ou deleção intragênica, mantendo-se portanto, a unidade transcricional e o 

promotor intactos (Kleinjan e Heyningen, 1998). O efeito de posição pode estar 

associado a alterações fenotípicas por dois mecanismos principais: heterocromatização 

ou alteração da relação espacial do gene com elementos reguladores em cis. No último 

caso, o rearranjo pode afastar um gene de elementos reguladores próprios ou de um 

elemento de fronteira ou ainda pode aproximá-lo a elementos reguladores de outro gene. 

Kleinjan e Coutinho (2009) propuseram que doenças causadas por interrupção da 

arquitetura em cis da região reguladora de um loco gênico sejam chamadas de “cis-

ruption disorders”. Com raras exceções, os genes já associados ao efeito de posição 

codificam fatores de transcrição que atuam no desenvolvimento, refletindo a 

importância do controle temporal e espacial da expressão desses genes. O estudo de 

rearranjos com pontos de quebra 3’ ou 5’ a esses genes tem contribuído para o 

entendimento da estrutura da região reguladora de genes que atuam no desenvolvimento 

em mamíferos (revisões em Kleinjan e Lettice, 2008; Bhatia e Kleinjan., 2014).  O 

mapeamento de pontos de quebra de rearranjos, que supostamente afetam a região 

reguladora de genes, mostrou que podem interromper ou estar localizados nas 

proximidades de elementos não codificadores conservados (conserved non-coding 

elements, CNE). O estudo funcional dos CNE em camundongos transgênicos mostra 

que esses elementos atuam como enhancers (Benko et al., 2009; Brown et al., 2010; 

Klopocki et al., 2011). Quando um rearranjo equilibrado interrompe um desses 

elementos reguladores em cis ou o afasta do gene contribui para a alteração da 

expressão espacial ou temporal do gene. 

A aplicação de técnicas capazes de determinar as interações de cromatina (3C, 

4C, 5C, 6C e Hi-C) demonstrou que os genomas de Drosophila, camundongo e humano 

são segmentados em domínios funcionais e estruturais denominados de topological 

associated domains (TAD) (Sexton et al., 2012; Nora et al., 2012; Dixon et al., 2012). A 

importância dos TAD na regulação da expressão gênica tem sido intensamente debatida 

(De Laat and Duboule., 2013;  Nora et al., 2013). As fronteiras dos domínios que 

constituem os TAD são enriquecidas de insulator binding proteins (CTCF), um 

importante sinal de que as fronteiras dos TAD correspondam a barreiras (Dixon et al., 
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2012). Essas fronteiras são estáveis entre diferentes tipos celulares e conservadas nos 

genomas de humanos e camundongos. Essas características sugerem que as fronteiras 

dos TAD poderiam funcionar como barreiras, restringindo as interações cis do genoma 

aos domínios (De Laat and Duboule., 2013; Nora et al.,2013).  Estudos demonstram que 

alterações estruturais cromossômicas em humanos, que removem as fronteiras dos TAD 

ou alteram a sua posição, causam quadros clínicos ao permitir a interação dos genes 

candidatos com enhancers localizados nos domínio vizinhos (Ibn-Salem et al., 2014; 

Giorgio et al., 2015; Lupiáñez et al., 2015).  Além disso, as quebras de translocações, 

que supostamente afetam a região reguladora de genes, também ocorrem nos mesmos 

domínios topológicos dos genes cuja expressão foi alterada. Isso ocorre mesmo quando 

há grandes distancias (~1Mb) entre os genes e as quebras, como no casos dos genes 

SHH, SOX9 e MAF (Nora et al., 2013).  

Um dos exemplos mais conhecidos do impacto clínico de rearranjos 

cromossômicos em decorrência de alteração de região reguladora é o lócus do SOX9 

(Sry-related hmg-box gene 9), mapeado no braço longo do cromossomo 17. Mutações 

de perda de função do gene SOX9 causam displasia campomélica (CD, MIM 114290), 

doença rara e frequentemente letal, caracterizada por alterações esqueléticas, entre as 

quais se destacam o encurvamento e a diminuição do comprimento dos ossos longos. 

Existem relatos de afetados que não possuem essas mutações, mas são portadores de 

rearranjos equilibrados cujos pontos de quebra se localizam entre 50 kb e 932 kb  

upstream ao SOX9 (revisões em Gordon et al., 2009 e Fonseca et al., 2013). Duas 

translocações que supostamente afetam a região reguladora do SOX9, t(7;17)(p.13;q24) 

e t(17;20)(q24.3;q11.), foram por nós descritas (Fonseca et al., 2013). Os pontos de 

quebra no cromossomo 17 da t(7;17) e t(17;20) foram localizados por FISH, 

respectivamente, a 917 – 855 kb e 682 – 585 kb upstream ao gene SOX9 (Sry-related 

hmg-box gene 9).  Clinicamente, os dois pacientes apresentavam, em comum, alterações 

esqueléticas torácicas e craniofacias compatíveis com mutações no SOX9. No entanto, a 

curvatura anormal dos ossos longos, característica principal da CD, está ausente em 

nossos pacientes e em outros portadores de rearranjos cujos pontos de quebra se 

localizam entre 585-932 kb upstream ao SOX9; nesses casos, a doença é chamada de 

displasia campomélica acampomélica (ACD). Com exceção do paciente portador da 

t(17;20) e de outro paciente descrito em trabalho anterior (Leipoldt et al., 2007), 

portadores de rearranjos com quebras mais distantes ao SOX9 têm expectativa de vida 

normal. Em oposição, a maioria dos portadores de rearranjos que estão localizados até 
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350 kb upstream ao SOX9, assim como portadores de mutação no gene, têm grave 

comprometimento das vias respiratórias, em virtude das alterações esqueléticas.  

Rearranjos com pontos de quebra localizados a cerca de 1Mb upstream ao SOX9 são 

identificados em afetados pela sequência de Pierre Robin (PRS; MIM 261800), 

caracterizada por fissura de palato, micrognatia e glossoptose. No entanto esses 

pacientes não apresentam outras alterações típicas de CD ou ACD. Baseando-se no 

espectro clínico de portadores de rearranjos próximos ao SOX9, supõe-se que a região 

reguladora do gene deva estender-se por cerca de 1Mb upstream ao SOX9, uma região 

desprovida de genes, altamente conservada em diferentes grupos de vertebrados 

(revisão em Fonseca et al., 2013). O afastamento ou interrupção de elementos 

reguladores distantes ao gene estariam associados aos fenótipos desses pacientes.  

Quanto mais próxima ao gene está a quebra do rearranjo, maior é o número  esperado de 

enhancers com localização em cis alterada em relação ao SOX9, levando a maior  

gravidade do quadro clínico.  Vários enhancers que controlam a expressão do gene já 

foram isolados, a maioria deles localizados até 350 kb upstream ao SOX9 (Wunderle et 

al., 1998; Bagheri-Fam et al., 2006);  dois enhancers mapeados a cerca de 1Mb 

upstream ao SOX9  foram  isolados (Benko et al., 2009).  Indivíduos 46,XY, portadores 

de deleções  e rearranjos cromossômicos upstream ao SOX9, principalmente aqueles 

com quebras até 350 kb distantes do gene, também apresentam alterações do 

desenvolvimento sexual (reversão sexual), refletindo a atuação do gene na determinação 

sexual.  Um enhancer que ativa o SOX9 na via de determinação sexual, denominado de 

TESCO, foi  isolado (Sekido e Lovell-Badge, 2008). Baseando-se na ausência de 

alterações sexuais no portador da t(17;20) que descrevemos,  propuzemos  a existência 

de outro enhancer, que atua na determinação sexual, na região 517-595 kb upstream ao 

SOX9  (Fonseca et al., 2013).  Além de rearranjos equilibrados, deleções e duplicações 

upstream ao SOX9 foram identificados em pacientes com ACD, Pierre Robin ou com 

alterações no desenvolvimento sexual, comprovando o impacto de alterações na região 

reguladora do SOX9 no fenótipo dos portadores (Fonseca et al., 2013).  

A compreensão da estrutura da região reguladora do gene SHH (Sonic 

hedgehog) também foi favorecida pelo estudo de rearranjos equilibrados upstream ao 

gene, identificados em pacientes com holoprosencefalia (Roessler et al., 1997) ou 

alterações de membros (Lettice et al., 2002). Esses rearranjos evidenciaram que a 

expressão do SHH, em diferentes tipos celulares, é controlada por elementos 

reguladores localizados ao longo da região de 1 Mb 3’ ao gene (Amano et al., 2009). O 
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elemento regulador localizado a 1 Mb do gene, denominado de ZPA (regulatory 

sequence ZRS), foi identificado no estudo de uma translocação t(5;7)(q11,q36) 

associada a polidactilia preaxial (Lettice et al., 2002). Esse elemento localiza-se no 

intron 5 do gene LMBR1 gene e sua interrupção teria causado as alterações de membros 

no portador da translocação. Esses resultados foram confirmados pela identificação de 

mutações de ponto no ZPA, que segregavam com o quadro de polidactilia em famílias 

(Gurnett et al., 2007). Além do ZPA, outros CNE localizados na região 1 Mb upstream 

ao SHH foram capazes de ativar, em zebrafish, a expressão gênica em sítios 

embrionários em que SHH se expressa (Woolfe at al., 2005; Goode et al., 2005).   

Alterações na região reguladora do gene PAX6 (paired box 6), mapeado em 

11p13, estão associadas a aniridia (NA, MIM 106210). Já foram descritos indivíduos 

afetados que eram portadores de rearranjos cromossômicos com pontos de quebra 

downstream ao gene, o mais distal localizando-se a 125 kb do último exon do PAX6 

(Fantes et al., 1995; Lauderdale et al., 2000; Crolla e van Heyningen, 2002). Todos os 

pontos de quebra se localizavam no último intron do gene ELP4 [elongation protein 4 

homolog (S. cerevisiae)], que é expresso em todos os tecidos. Estudos em camundongos 

indicam que a interrupção do ELP4 não contribui para o fenótipo.  

 Embora a interrupção da região reguladora seja o principal mecanismo proposto 

para rearranjos que afetam a expressão gênica, o rearranjo pode também aproximar o 

gene de elementos reguladores de outro gene e alterar a sua expressão. Esse mecanismo 

foi denominado de enhancer adoption (Lettice et al., 2011). Em uma inversão 

pericêntrica do cromossomo 7, foi demonstrado que a holoprosencefalia em seu 

portador foi resultado da interrupção da região reguladora do gene SHH. No entanto, o 

portador da inversão também apresentava alterações de membros que não eram 

compatíveis com a alteração de expressão do SHH. Os autores demonstraram que a 

nova localização do SHH em 7q22.1 aproximou o gene (∼190 kb 3') de um CNE 

altamente conservado mapeado no intron do gene EMID2. Esse CNE atua como 

enhancer de membros em embriões de camundongos e foi capaz de induzir a expressão 

ectópica do SHH, recapitulando, em camundongos, o fenótipo de membros observado 

no portador da inversão. É importante ressaltar que para que o mecanismo de enhancer 

adoption ocorra é necessário que o gene candidato e o enhancer com o qual ele passa a 

interagir estejam no mesmo TAD (Giorgio et al., 2015). Outro exemplo de enhancer 

adoption é o do linfoma de Burkitt (BL; MIM 113970), caracterizado pela proliferação 

monoclonal de linfócitos-B5 e associado à translocação t(8:14)(q24:q32), presente na 
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linhagem tumoral, em 80% dos casos. No cromossomo derivativo 14, o gene c-myc [v-

myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)], translocado do cromossomo 8, 

está justaposto a genes de imunoglobulina e passa a estar sob o controle de seus 

reguladores, tendo sua expressão exacerbada. O gene c-myc atua em vários aspectos da 

biologia celular, incluindo proliferação, diferenciação, metabolismo e apoptose. A 

superexpressão do gene c-myc no cromossomo derivativo (14) altera essas funções e, 

consequentemente, desenvolve-se o tumor.  

Além da alteração de elementos reguladores em cis, o rearranjo cromossômico 

pode influenciar a expressão de gene(s) próximo(s) ao ponto de quebra devido a 

alteração da estrutura da cromatina. A heterocromatização pode ocorrer quando o 

rearranjo aproxima uma região de eucromatina a uma de heterocromatina; o estado mais 

condensado do DNA da heterocromatina pode propagar-se para a região eucromática 

justaposta, silenciando genes, de forma aleatória, mas estável. Rees et al., (1994) 

descreveram uma translocação em mosaico, associada a ß-talassemia, na qual o gene da 

cadeia ß da hemoglobina foi translocado intacto do cromossomo 11 para o cromossomo 

22, junto ao centrômero. Os autores sugerem que o gene estaria silenciado devido à 

proximidade com a região pericentromérica, de cromatina constitutiva. Finelli e 

colaboradores (2012) descreveram o primeiro caso de heterocromatização constitutiva 

em um portador da translocação t(15;16)(p11.2;q12.1), que apresentava grave atraso de 

desenvolvimento neuropsimotor e epilepsia. A translocação aproximou uma região 

heterocromática (satellite III) do cromossomo 15 a uma região eucromática do 

cromossomo 16, contendo o gene ITFG1, que foi interrompido. Os autores mostraram 

por real time PCR que houve perturbação na expressão de genes que permaneceram no 

der(16):  o gene de região eucromática NETO2/BTCL2, mapeado em 16q12.1, estava 

silenciado, enquanto que os genes de região heterocromática VPS35 e SHCBP1, 

mapeados em 16q11.2, estavam superexpressos; essa modificação na expressão de 

genes de região heterocromática, em decorrência de sua aproximação com segmento 

heterocromático pericentromérico, foi observada em Drosophila, desconhecendo-se o 

mecanismo (Baker et al., 1968). Não houve alteração na expressão de genes localizados 

no der(15).  

  

Dissomia uniparental (UPD) 

A dissomia uniparental (UPD) é definida pela presença no cariótipo de um par 

de cromossomos homólogos ou de segmentos cromossômicos homólogos com mesma 
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origem parental. É classificada como isodissomia uniparental, quando o mesmo 

cromossomo ou segmento cromossômico está presente em duplicata. Quando são 

herdados dois cromossomos homólogos diferentes ou parte deles de um mesmo genitor, 

tem-se uma heterodissomia uniparental.  

Cerca de 30% dos casos de UPD estão associados a cariótipos anormais, sendo 

8% rearranjos equilibrados (Liehr, 2010). No caso de um portador de translocação 

equilibrada, uma não disjunção meiótica pode originar um gameta dissômico, com os 

dois cromossomos derivativos e um dos normais que, ao se juntar a um gameta normal, 

formará um zigoto trissômico. A trissomia poderá ser corrigida pela perda do 

cromossomo homólogo normal do outro genitor e, nesse caso, o embrião terá uma 

heterodissomia uniparental. Outra possibilidade de heterodissomia é ocorrer a 

fertilização entre o gameta dissômico do portador da translocação e o do outro genitor, 

com a nulissomia correspondente. Caso o gameta do portador da translocação seja 

nulissômico, com apenas um dos cromossomos normais da translocação, a união com 

um gameta normal originará um embrião monossômico. O resgate da monossomia pode 

ocorrer por duplicação do cromossomo homólogo do genitor não portador da 

translocação. Essa pode ser também a origem de UPD em associação com rearranjos 

equilibrados esporádicos, que se originem na formação dos gametas (Robinson, 2000).  

 A relação entre dissomia uniparental e fenótipo alterado pode decorrer da 

homozigose quanto a alelos recessivos detrimentais ou de imprinting genômico, ou seja, 

da expressão gênica dependente da origem parental (Wilkins et al., 2003). 

Entre as doenças relacionadas a imprinting genômico, já foram descritos vários 

casos de UPD associada a rearranjos equilibrados. Dupont et al. (2002), por exemplo, 

descreveram uma menina afetada pela síndrome de Silver-Russell (SRS; MIM 180860), 

que herdou uma translocação equilibrada t(7;16)(q21;q24) de sua mãe fenotipicamente 

normal; na criança foi detectada UPD materna do cromossomo 7, como causa da 

síndrome. Explica-se a UPD como decorrência de não disjunção, o gameta materno que 

originou o zigoto possuindo os cromossomos 7 normal e derivativo,  determinando 

trissomia do cromossomo 7; o resgate dessa trissomia no embrião, com perda do 

cromossomo 7 paterno, levou à UPD7 materna e à SRS.  

Entre as ocorrências esporádicas, existem vários exemplos de isocromossomos 

de braço longo ou translocações entre homólogos dos acrocêntricos 14 e 15, associados 

a síndromes bem caracterizadas de imprinting paterno e materno do cromossomo 14 e 

do cromossomo 15 (síndromes de Prader-Willi e de Angelman) (Robinson, 2000).  
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 Perdas e ganhos de segmentos submicroscópicos  

Os rearranjos cromossômicos citogeneticamente equilibrados são detectados por 

técnicas de citogenética clássica, dessa forma são considerados equilibrados aqueles 

rearranjos nos quais não são identificadas alterações maiores que 5 Mb, que podem ser 

visualizadas ao microscópico óptico. A partir de 2005, foram publicados trabalhos que 

aplicaram a-CGH no estudo de 216 rearranjos equilibrados associados a quadros 

clínicos (Gribble et al., 2005, De Gregori et al., 2007, Baptista et al., 2008; Fantes et al., 

2008; Higgins et al., 2008; Sismani et al., 2008; Schluth-Bolard et al., 2009; Gijsbers et 

al., 2010, Feenestra et al., 2011). Esses estudos mostraram a presença de microdeleções 

e microduplicações nos cromossomos rearranjados em aproximadamente 25% dos 

pacientes (Tabela I.1). Cerca de 17% dos desequilíbrios foram encontrados nos pontos 

de quebras citogenéticos, mas 7,4% estavam em cis a essas quebras. O tamanho das 

deleções variou entre 100 kb e 15,3 Mb; os segmentos duplicados variaram entre 240 kb 

e 650 kb. Dessa forma, os desequilíbrios submicroscópicos nos pontos de quebra ou 

próximos a eles podem ser responsáveis por grande parte dos fenótipos clínicos em 

pacientes com rearranjos equilibrados.  

Os rearranjos complexos estavam mais frequentemente associados a 

desequilíbrios, sendo detectados em 72% dos rearranjos com três ou mais quebras 

(Feenestra et al., 2011; Guilherme et al., 2013).  Em seu estudo de 54 rearranjos 

citogeneticamente equilibrados Feenstra et al. (2011) ressaltaram que  os desequilíbrios 

nos cromossomos rearranjados estavam presentes apenas naqueles indivíduos que 

apresentaram atraso de desenvolvimento neuropsicomotor. Assim, rearranjos complexos 

ou rearranjos associados a atraso de desenvolvimento têm maior probabilidade de não 

serem equilibrados no nível molecular. 

Como no caso de rearranjos cromossômicos de novo, a análise por a-CGH 

mostra que rearranjos cromossômicos herdados também podem estar associados a 

desequilíbrios submicroscópicos nos cromossomos derivativos (Ciccone et al., 2005; 

Lybaek et al., 2008; Schluth-Bolard et al., 2009; Le Tanno et al., 2014). As 

microdeleções ou microduplicações podem originar-se de permuta desigual na meiose 

do genitor portador do rearranjo (Delahaye et al., 2007). A identificação de perdas ou 

ganhos no rearranjo presente propósito também pode revelar a complexidade do 

rearranjo presente no genitor fenotipicamente normal que, no nível do bandamento G, 

não pôde ser determinada (South et al., 2010).  
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A maioria dos desequilíbrios em rearranjos equilibrados são microdeleções 

(Fantes et al., 2008). Ganhos de segmentos nos cromossomos rearranjados foram 

descritos em alguns casos (Schluth-Bolard et al., 2009; Papadopoulou et al., 2010; 

Fonseca et al., 2013). Isso pode ser resultado do mecanismo de formação dos rearranjos, 

levando preferencialmente à perda de material. Por outro lado, esse resultado pode 

refletir a menor patogenicidade das duplicações, que assim não estariam presentes nos 

indivíduos selecionados para os estudos (Schluth-Bolard et al., 2009). Estudamos uma 

criança com manifestações clínicas compatíveis com a doença de Pelizaeus-Merzbacher 

(PMD), portadora de translocação equilibrada t(X,22)(q22;q13) (Fonseca et al., 2013). 

A maioria dos afetados por PMD são homens que apresentam duplicação do gene PLP1 

(proteolipid protein 1) (Woodward, 2008). As mulheres sintomáticas, em geral, 

apresentam quadro clínico leve da doença, de aparecimento tardio. A investigação da 

t(X;22) por a-CGH e FISH revelou a presença de duplicações de 490 kb e 570 kb, 

respectivamente, em 22q13 e Xq22. A análise por FISH mostrou que as cópias 

adicionais desses segmentos estavam localizadas nos pontos de quebra dos 

cromossomos derivativos X (segmento duplicado de 22q13) e 22 (segmento duplicado 

de Xq22). Um dos genes duplicados do cromossomo X é o PLP1 e sua presença no 

der(22) garante duas cópias funcionais nas células da portadora do rearranjo, 

independentemente do padrão de inativação do cromossomo X. Essa é a primeira 

descrição de translocação constitutiva com duplicações de segmentos dos dois 

cromossomos derivativos. Na literatura, existe um único relato de duplicação num dos 

pontos de quebra de uma translocação equilibrada constitutiva, herdada da mãe da 

portadora (Cox et al., 2003).   

Apesar de perda ou ganho de gene(s) ser a principal causa dos quadros clínicos, 

desequilíbrios submicroscópicos em rearranjos equilibrados podem alterar a região 

reguladora de genes próximos aos pontos de quebra. Em uma inv(7)(q21.3q35 ) familial 

associada a perda auditiva e alterações craniofacias foi detectada uma deleção de 5 kb 

no ponto de quebra do cromossomo 7 (Brown et al., 2010). A análise da deleção revelou 

a presença de um elemento conservado que pode atuar como um enhancer dos genes 

DLX6 (distal-less homeobox 6) e DLX5 (distal-less homeobox 5), localizados a 65 kb e 

80kb do ponto de quebra do cromossomo 7 e que atuam no desenvolvimento das 

estruturas alteradas nos afetados.  

Como a análise por hibridação genômica baseada em microarrays permite a 

investigação global do genoma, pode detectar, em portadores de rearranjos 
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citogeneticamente equilibrados, alterações em cromossomos que não participam desses 

rearranjos. Em determinados casos, os rearranjos cromossômicos e as alterações 

detectadas em outros cromossomos podem contribuir para o fenótipo. (Hayashi et al., 

2007). Entretanto, o rearranjo pode estar de fato equilibrado e o fenótipo ser causado 

por perda ou ganho de segmentos de cromossomos que não participam dele (Morales et 

al., 2009).  
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Tabela I.1:  Frequência de desequilíbrios submicroscópicos detectados por aCGH em portadores de rearranjos equilibrados esporádicos 

associados a comprometimento intelectual, atraso de desenvolvimento e malformações congênitas. 

Estudo   Plataforma 

de aCGH  

Número de 

rearranjos 

      estudados 

Pacientes 

portadores de 

desequilíbrios 

Desequilíbrios 

no ponto de 

quebra 

Desequilíbrios 

em cis ao ponto de 

quebra 

Desequilíbrio 

não associado  

ao rearranjo 

Gribble et al. 

(2005)  

BAC PAC 3500 clones/array painting  10 4 1 1 

 

2 

 
De Gregori et al. 

(2007)  

Oligo 44B/244K (Agilent)  27 11 

 

7 

 

1 

 

3 

 

Baptista et al. 

(2008)  

   

Sanger 30K Whole Genome TilePath  14 4 

 

3 

 

0 

 

1 

 

Fantes et al.  

(2008)  

1Mb ‘CytoChip’  BlueGnome  46 6 3 

 

3 

 

0 

 

Higgins et al. 

(2008)  

2600 BAC arrays/244K (Agilent)  11 6 2 

 

3 

 

1 

 

Sismani et 

al.(2008)  

Cytochip 1-Mb BlueGnome  12 3 

 

1 

 

1 

 

1 

 

Schluth-Bolard et 

al. (2009)  

Oligo 44K/244K (Agilent)  33 16 

 

7 4 

 

5 

 

Gijsbers et al. 

(2010)  

262 K SNP, 238 K StyI SNP 

Affymetrix  

   

9 7 2 2 3 

Feenstra et al. 

(2011)  

32k BAC, 105k or 244k oligo 

Agilent or 250k SNP Affymetrix  

54 15 11 1 3 

TOTAL     216 72 (33,3%) 

 

37 (17,1%) 

 

16 (7,4%) 

 

19 (8,8%) 
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X.   RESUMO E CONCLUSÕES 

Este estudo teve como objetivos (a) identificar mecanismos pelos quais 

rearranjos cromossômicos citogeneticamente equilibrados possam estar associados de 

maneira causal a determinados quadros clínicos e (b) contribuir para a compreensão dos 

mecanismos de formação desses rearranjos. Para isso, foram estudados 45 rearranjos 

cromossômicos citogeneticamente equilibrados (29 translocações, 10 inversões e seis 

rearranjos complexos), detectados em pacientes que apresentavam malformações 

congênitas, comprometimento do desenvolvimento neuropsicomotor ou déficit 

intelectual. Foram 31 rearranjos cromossômicos esporádicos, três familiais que 

segregavam com o quadro clínico e mais 11 rearranjos cromossômicos herdados de 

genitores fenotipicamente normais. Inicialmente os pontos de quebra desses rearranjos 

foram mapeados por hibridação in situ fluorescente (FISH). A busca por microdeleções 

e duplicações genômicas foi realizada por a-CGH.  A investigação dos pontos de quebra 

prosseguiu com a aplicação da técnica de Mate-Pair Sequencing (MPS), que permite 

localizar as quebras em segmentos de 100 pb – 1 kb, na maioria dos casos. Para obter os 

segmentos de junção das quebras no nível de pares de bases, os segmentos delimitados 

por MPS foram sequenciados pelo método de Sanger 

A análise por aCGH revelou microdeleções ou microduplicações localizadas nos 

cromossomos rearranjados, em 12 dos 45 pacientes investigados (27%).  

A análise de 27 rearranjos por MPS permitiu a caracterização dos pontos de 

junção das quebras. MPS expandiu o número de pontos de quebra, detectados por 

análise do cariótipo ou aCGH, de 114 para 156 (em resolução < 2kb, na maioria dos 

casos). O número de pontos de quebra/rearranjo variou de 2 a 20.  Os 156 pontos de 

quebra resultaram em 86 variantes estruturais equilibradas e outras 32 variantes não 

equilibradas 

Perdas e ganhos de segmentos submiscroscópicos nos cromossomos 

rearranjados constituíram a principal causa ou, provavelmente, contribuíram para o 

quadro clínico de 12 dos 45 pacientes. Em cinco desses 12 rearranjos foram detectadas 

por MPS a interrupção de genes já relacionados à doença, ou provável alteração de sua 

região reguladora, contribundo para o quadro clínico.  Em quatro dos 33 rearranjos não 

associados a perdas ou ganhos de segmentos, a análise por MPS revelou a interrupção 

de genes que já foram anteriormente relacionados a doenças, explicando-se, assim, as 
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características clínicas dos portadores; outro rearranjo pode ter levando alteração da 

expressão gênica de gene sensível a dosagem e ao quadro clínico.  

Um rearranjo cromossômico familial, identificado na análise após bandamento 

G como uma translocação equilibrada, t(2;22)(p14;q12), segregava com quadro de 

atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e dificuldade de aprendizado associados a 

dismorfismos. A combinação das análises por FISH, aCGH e MPS revelou que se 

tratava, na verdade, de rearranjo complexo  entre os cromossomos 2, 5 e 22, incluindo 

10 quebras. A segregação de diferentes desequilíbrios submicroscópicos em indivíduos 

afetados e clinicamente normais permitiu a compreensão da variabilidade clínica 

observada na família.    

Rearranjos equilibrados detectados em indivíduos afetados, mas herdados de 

genitores clinicamente normais, são, em geral, considerados como não tendo relação 

com o quadro clínico, apesar da possibilidade de desequilíbrios cromossômicos gerados 

por permuta desigual na meiose do genitor portador do rearranjo. Neste trabalho, a 

investigação de 11 desses rearranjos por aCGH não revelou perdas ou ganhos de 

segmentos nos cromossomos rearranjados. No entanto, a análise por aCGH da portadora 

de um desses rearranjos - inv(12)mat - revelou deleção de 8,7 Mb no cromossomo 8, 

como causa de seu fenótipo clínico. Essa deleção estava relacionada com outro 

rearranjo equilibrado também presente em sua mãe, independente da inversão. 

Para compreender os mecanismos de formação de rearranjos citogeneticamente 

equilibrados, investigamos os segmentos de junção no nível de pares de base.  A análise 

por MPS que levou, na maioria dos casos, ao mapeamento dos pontos de quebras em 

segmentos <1kb permitiu o sequenciamento pelo método de Sanger de 51 segmentos de 

junções de 17 rearranjos. A ocorrência de blunt fusions ou inserções e deleções <10 pb, 

e a ausência de homologia ou a presença de micro homologia de 2 pb a 4 pb de extensão 

indicaram o  mecanismo de junção de extremidades não homólogas (non-homologous 

end joinging; NHEJ), na maioria das 51 junções caracterizadas. As características de 

três dos quatro rearranjos mais complexos, com 17-20 quebras, indicaram sua formação 

pelo mecanismo de chromothripsis.   

Este estudo mostra a importância da análise genômica de variações de número 

de cópias por microarray, juntamente com o mapeamento dos pontos de quebra por 

MPS, para determinar a estrutura de rearranjos cromossômicos citogeneticamente 

equilibrados e seu impacto clínico. O mapeamento dos segmentos de junção por MPS, 
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permitindo o sequenciamento pelo método de Sanger, foi essencial para a compreensão 

de mecanismos de formação desses rearranjos.     
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XI.   ABSTRACT 

This study aimed at (a) identifying causative mechanisms of clinical features in 

carriers of karyotypically balanced chromosomal rearrangements (BCRs), and (b) 

disclosing the mechanisms of formation of these chromosomal rearrangements. Forty-

five BCRs - 29 translocations, 10 inversions and six complex rearrangements, detected 

in patients with intellectual disability, developmental delay and/or congenital 

malformations were investigated. Thirty-one rearrangements were de novo, three were 

familial and segregated with the clinical phenotype, and 11 BCRs were inherited from 

phenotypically normal parents. Initially, the breakpoints of the rearrangements were 

mapped by using fluorescence in situ hybridization (FISH), and the presence of cryptic 

genomic imbalances was investigated by array comparative genomic hybridization (a-

CGH). Breakpoint-containing segments were narrowed down to approximately 100 pb – 

1 kb, by using NGS-based mate-pair-sequencing (MPS). In order to investigate 

breakpoint junctions at the nucleotide level, breakpoint segments delimited by MPS 

were Sanger sequenced.  

De novo microimbalances on the rearranged chromosomes were detected by 

aCGH in 12 out of the 45 patients investigated (27%).  

MPS of 27 BCRs expanded the number of breakpoints, previously detected by 

karyotyping and aCGH, from 114 to 156 (breakpoint resolution < 2 kb, in most cases). 

The number of breakpoints/BCR ranged from 2 to 20. The 156 breakpoints resulted in 

86 balanced and 32 unbalanced sample-specific structural variations (SVs).  

In 12 out of the 45 patients investigated by aCGH, microimbalaces on the 

rearranged chromosomes were responsible or likely contributed to the clinical features 

observed in the carriers. In five of these 12 rearrangements, truncated known disease 

genes or their regulatory regions also contributed to the clinical phenotype. MPS 

analysis revealed four out of the 33 rearrangements not associated with microimbalaces, 

truncated known disease genes, thus explaining clinical features of carriers. Another 

balanced rearrangement might have truncated the regulatory region of a dosage 

sensitive gene, thus disturbing gene expression and leading to the clinical features of the 

carrier.   

A karyotypically balanced translocation t(2;22)(p13;q12.2) associated with 

variable learning disabilities and dysmorphisms, was detected in six individuals in a 

three-generation family. Combined a-CGH, FISH and MPS revealed a ten-break 
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complex rearrangement, also involving chromosome 5. As the consequence of the 

segregation of the derivative chromosomes der(2),  der(5) and der(22), different 

microimbalances were present in affected and clinically normal family members, thus 

contributing to the clinical variability.  

Although, historically, BCRs inherited from phenotypically normal parents have 

not been considered as causally associated with clinical features of carriers, cryptic 

microimbalances on the rearranged chromosome have been reported that explained the 

clinical features of the affected carriers. In 11 such inherited BCRs ascertained through 

affected individuals, which were investigated in this work by using aCGH, no 

microimbalances were detected on the chromosomes involved. However, aCGH 

analysis in an affected girl, who carried an inv(12)mat, detected a likely pathogenic 8.7 

Mb deletion on chromosome 8. This deleted chromosome derived from another 

maternal balanced rearrangement, not related to the inversion.   

In order to investigate mechanisms of BCR formation, breakpoint junctions, 

mapped at intervals of approximately 1 kb by MPS, were narrowed down to the 

nucleotide level by Sanger sequencing.  Fifty-one breakpoint junctions (BPJs) from 17 

BCRs (nine translocations, three inversions and five complex rearrangements) were 

sequenced. The occurrence of  blunt fusions or <10 bp deletions, insertions  or 

duplications in the majority of the 51 BPJs, and the absence of homology or the 

presence of just 2 bp to 4 bp microhomology indicated  non-homologous end joining 

(NHEJ).  In three of the four most complex BCRs (17 to 20 breaks)  indicated  

chromothripsis as the mechanism underlying their formation.  

This study illustrates the importance of combining copy number variation 

analysis by microarray and breakpoint mapping by MPS, to determine the structure of 

karyotypically balanced chromosomal rearrangements, and to unravel their clinical 

impact. Mapping the breakpoint-junctions by MPS, followed by Sanger sequencing, 

was fundamental to determine the mechanism of formation of these rearrangements. 
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