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I. INTRODUCAO

As anomalias cromossdmicas ocorrem em cerca de seis a cada mil recém-
nascidos. As mais comuns sdo as aneuploidias, porém as alteracdes cromossdmicas
estruturais representam cerca de 40% das alteragdes cromossdmicas em recém-nascidos
(Jacobs e Hassold, 1986).

As alteracBes cromossdmicas, em sua maioria, constituem eventos esporadicos
e, devido aos desequilibrios de dose, o efeito fenotipico impede sua transmissao para a
geracdo seguinte. Os rearranjos estruturais, entretanto, sdo predominantemente
equilibrados e seus portadores geralmente ndo apresentam sinais ou sintomas clinicos.
Esses rearranjos equilibrados podem, assim, ser transmitidos por seus portadores que,
no entanto, possuem riscos reprodutivos aumentados; a segregacdo meidtica dos
cromossomos participantes dos rearranjos e de seus homdlogos normais pode levar a
producdo de gametas com o rearranjo estrutural em estado ndo equilibrado, resultando
em abortos espontdneos ou progénie com quadros clinicos. Estudos em casais com
histérico de abortamento de repeticdo 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).

1.1 Técnicas de estudo cromossémico

Em 1956, Tjio e Levan mostraram que 0 numero de cromossomos da espécie
humana é 46. A partir desse momento foi possivel associar anomalias cromossémicas
especificas a doencas. Nos anos 70, foram desenvolvidos protocolos de coloragdo que
produziam um padrdo de bandas claras e escuras ao longo dos cromossomos
(Caspersson et al., 1970; Drets e Shaw, 1971; Dutrillaux e Lejeune, 1971), totalmente
reprodutivel, permitindo a identificacdo de todos os pares de cromossomos, que eram
anteriormente classificados apenas de acordo com o tamanho e a posi¢cdo dos
centrémeros. AlteracBes estruturais, como translocagdes, inversdes, delecGes e
duplicacdes, passaram a ser identificadas com maior preciséo.

Apesar dos avancos trazidos para a identificacdo dos cromossomos, as técnicas
de bandamento aplicada a cromossomo metafasicos/prometafasicos permitem a
deteccdo de alteragcdes cromossémicas que afetem no minimo 5 a 10 Mb. Mas o nivel de

resolucéo pode ser menor, dependendo do padrédo de bandas do segmento afetado. O



desenvolvimento de técnicas moleculares aplicadas a citogenética trouxe maior precisdo
na caracterizagao dos rearranjos cromossdmicos do que a que permite o bandamento.

Essas técnicas permitem a anélise do genoma de forma global (genome-wide) ou
alvo-dirigida, com diferentes graus de resolucdo (revisdo em Speicher e Carter 2005;
revisao em Feuk et al., 2006; Miller et al., 2010).

A técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH), baseada na deteccdo de
sondas de DNA hibridadas a sequéncias complementares em cromossomos, foi um
avanco importante para os estudos citogenéticos. Nesse método, a sonda e o0 DNA alvo
na lamina sdo desnaturados, seguindo-se a hibridacdo das sequéncias complementares.
Para visualizacdo em microscdpio de fluorescéncia, as sondas sdo ligadas diretamente a
um fluorocromo ou sdo marcadas com um heptano (biotina ou digoxigenina), ja
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 cromossdémicas ou a partir de um segmento especifico,
podendo ser sondas para sequéncias Unicas ou repetitivas, como as centroméricas. No
estudo de rearranjos cromossémicos equilibrados, a hibridacdo in situ fluorescente
permite refinar a localizacdo de pontos de quebra e identificar microdelecbes ou
duplicagdes nos cromossomos rearranjados.

Nas técnicas de spectral karyotyping (SKY) e multicolor FISH (m-FISH), a
marcacdo especifica de cada cromossomo € feita utilizando combinacdes de
fluorocromos. Em um Unico experimento pode-se analisar todos 0S cromossomos
humanos, o que é particularmente vantajoso na identificacdo de material cromossémico
de origem desconhecida, como no caso de cromossomos marcadores supranumerarios e
rearranjos cromossdmicos complexos, como aqueles que ocorrem nos canceres.

O nivel mais alto de resolucdo para analise cromossdémica baseada na técnica de
FISH ¢ atingido quando s&o usadas fibras de cromatina, como alvos para a hibridagéo.
Nesse método (fibre-FISH), as proteinas e histonas sdo removidas da cromatina que,
assim, fica altamente distendida (Speicher e Carter, 2005). Constitui ferramenta
especialmente Gtil para mapear sequéncias em regides especificas do genoma, ja que
permite medir 0s espacos e sobreposicOes entre as sondas. Assim a resolucao da técnica
de FISH vai daquela na sua aplicagdo em preparacfes metafasicas/prometafasicas
(resolucéo de 100 kb - 5 Mb), passando pela utilizagdo em nucleos interfasicos (50 kb -
2 Mb) até o nivel de fibras de cromatina (1 kb - 500 kb) (Speicher e Carter 2005).



Nos dltimos anos, a hibridagdo genémica em microarrays tornou-se uma
ferramenta efetiva para a detec¢do de perdas e ganhos de segmentos cromossOmicos
submicroscépicos (Miller et al., 2010). A resolucdo do microarray é determinada pelo
tamanho e pela distancia entre as sondas, em sua cobertura parcial ou total do genoma.
Na técnica de hibridacdo gendmica comparativa baseada em microarray de DNA (a-
CGH), o DNA controle e o DNA teste, marcados com fluorocromos diferentes,
competem pela hibridagdo a sondas fixadas e organizadas na superficie de uma lamina;
perdas e ganhos de segmentos sdo indicadas pela diferenca na intensidade da
fluorescéncia dos fluorocromos. Os primeiros arrays utilizavam sondas clonadas em
BACs (cromossomos artificiais de bactérias), porém plataformas mais recentes tém
oligonucleotideos como alvos de hibridacdo. Esses oligoarrays permitem maior
flexibilidade na confeccdo de sondas, maior cobertura gendmica e resolucdo superior
aos arrays de BAC.

Outro tipo de microarray tem sondas de SNP, que permitem ndo somente a
avaliacdo de desequilibrios cromossdmicos, mas a genotipagem. Nessa abordagem, a
amostra de um Unico paciente é hibridizada ao array e alteracdes no numero de copias
sdo detectadas pela comparacdo com hibridac6es de controles realizados separadamente
(Speicher e Carter, 2005). Além de perdas e ganhos de segmentos, os arrays de SNP
tém a vantagem de detectar perdas de heterozigose e permitir a determinagédo da origem
parental de rearranjos esporadicos (Miller et al., 2010).

A hibridacdo em microarrays aumentou o poder de resolucdo da analise
cromossémica global do nivel de megabase para kilobase; consequentemente
desequilibrios cromossémicos ndo detectaveis pelas técnicas de bandamento passaram a
ser descritos. Por exemplo, a aplicacdo de a-CGH no estudo de pacientes com
deficiéncia mental ou malformacdes congénitas mostra que desequilibrios
submicroscépicos estdo presentes em 15 a 20% dos casos (Rosenberg et al., 2006;
Miller et al., 2010). Recentemente, com base em uma extensa revisao na literatura, o
International Standard Cytogenomic Array (ISCA) Consortium recomendou a aplicacéo
inicial do microarray no estudo de pacientes com malformagdes congénitas maltiplas,
autismo, atraso de desenvolvimento ou deficiéncia mental de causas genéticas
desconhecidas (Miller et al., 2010). O custo da técnica seria compensado pela elevada
taxa de deteccdo de desequilibrios submicroscopicos (entre 15 a 20% em comparagéo

aos 3% detectados com o bandamento G). O estudo preconizou que 0 uso do



bandamento G deve limitar-se ao estudo de pacientes com sindromes cromossémicas
conhecidas, historico de rearranjos cromossémico na familia ou de abortos de repeticéo.

Na analise de rearranjos cromossémicos equilibrados, a aplicacdo de a-CGH tem
permitido ndo somente detectar alteracdes submicroscépicas nos pontos de quebra, mas
também alteracBes distantes a ele inclusive em cromossomos que nao participam
diretamente do rearranjo (Gribble et al., 2005; Sismani et al., 2008), essa uma vantagem
em relacdo a técnica alvo-especifica de FISH. Entretanto, deve-se considerar que a
hibridacdo genémica em array nao revela, na maioria das vezes, o tipo do rearranjo
cromossémico que deu origem a perda ou ao ganho de segmentos.

Uma modificagdo no protocolo de a-CGH permite estudar especificamente 0s
pontos de quebra dos rearranjos cromossomicos (Fiegler et al., 2003). A técnica de
array painting utiliza flow sorting para isolar os cromossomos derivativos e
posteriormente esse material é hibridado ao array. No caso de translocacGes
equilibradas, ao marcar os cromossomos derivativos com fluorocromos diferentes,
sequéncias proximais e distais ao ponto de quebra de cada cromossomo serdo marcadas
com cores diferentes. Essa estratégia permite identificar os segmentos que contém o0s
pontos de quebra, com base na razéo entre as intensidades dos sinais dos fluorocromos.

Recentemente, 0 sequenciamento de proxima geracdo foi aplicado ao estudo de
rearranjos equilibrados (Kloosterman et al., 2011; Talkowski et al., 2011). O uso das
novas tecnologias permite identificar e sequenciar multiplos pontos de quebra
simultaneamente. As analises revelaram grande complexidade com a identificacdo de
novos pontos de quebra e de perdas e ganhos de segmentos. Talkowski et al. (2011)
admitem que, futuramente, com uma melhor relacdo custo-beneficio, os rearranjos
cromossémicos e as variacOes estruturais serdo mapeados e sequenciados, em larga

escala, no nivel de resolucdo de pares de base.

1.2 Mecanismos de formacéo de rearranjos cromossomicos

A recombinagdo homologa ndo alélica (Non Allelic Homologous Recombination
- NAHR) e a juncdo de extremidades ndo homdlogas (Non-Homologous End Joining -
NHEJ) sé@o os mecanismos classicamente considerados na formacdo de rearranjos
cromossdmicos. Nos ultimos anos, 0 uso de novas ferramentas para a caracterizagdo
molecular dos pontos de quebra e juncdo dos rearranjos cromossdmicos vem revelando

sua complexidade e varios mecanismos tém sido propostos para explicar a formacéao



desses rearranjos, baseados em erros na duplicagdo do DNA, como o Fork Stalling and
Template Switching - FOSTeS (Lee et al., 2007) .

Ocorrendo mais de uma quebra de dupla fita de DNA em uma célula, o reparo
por NHEJ pode unir extremidades que ndo estavam contiguas, originando rearranjos
estruturais. Inicialmente as extremidades quebradas emparelnam com base na
homologia de alguns poucos pares bases e sua jungdo ocorre ap6s adigdo ou perda de
alguns pares de base, tornando as fitas compativeis (Figura 1; revisdo em Gu et al.,
2008).

DSB

1. Deteccaode quebra
na dupla fita (DSB) A

2. Emparelhamentode
poucas bases na regiao
da juncao v

3.Introducaode
pequenas modificacoes

4. Ligacao final

FIGURA 1. Formacdo de rearranjos cromossémicos por juncdo de extremidades néo
homologas (NHEJ): Apos deteccdo da quebra pelo mecanismo de reparo (1), as extremidades quebradas
das duplas fitas de DNA emparelham por homologia de alguns poucos pares de base (2). A adigdo ou
perda de poucos pares de base (3) tornam as fitas compativeis, ocorrendo a juncdo (4), que deixa
"cicatriz" indicativa de NHEJ como o mecanismo gerador do rearranjo. (Adaptada de Gu et al., 2008.)

Os rearranjos estruturais podem ainda se originar por recombina¢do homdloga,
quando sdo utilizadas sequéncias homodlogas nédo alélicas, como substrato para a
recombinacdo (NAHR; Figura 2). Esse € 0 mecanismo que origina a maioria dos
rearranjos cromossémicos estruturais recorrentes, como a duplicagdo do cromossomo
17, que causa a doencga de Charcot-Marie-Tooth do tipo 1A (CMT1A; MIM 601097), e
a delecdo do cromossomo 7, que resulta na sindrome Williams-Beuren (WBS; MIM

194050). Em geral, a recombinacéo ocorre entre repeticdes de poucas copias (Low Copy
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Repeats - LCR), que tém entre 10 e 500 kb de extensdo e compartilham mais de 95% de
identidade; representam de 5% a 10% do genoma humano. Apesar de mais raramente,
elementos repetitivos (Short Interspersed Nuclear Elements, SINE; Long Interspersed
Nuclear Elements, LINE) também podem ser substratos para a recombinacdo homdloga

ndo alélica (revisdo em Shaw e Lupski, 2004).

Duplicacio
LCRA  GeneX LCRB

N \ _‘_“‘3' ‘.‘
—=) =) = = —=)-
: ﬁ -
\/ - » Delecdo

N
LCRA  GeneX LCRB o /)-

FIGURA 2. Formagdo de rearranjos cromossdmicos por recombinacdo homologa nao
alélica (NAHR): Emparelhamento seguido de recombinacdo entre Low Copy Repeats (LCR; setas
laranjas e roxas), que estdo orientadas na mesma direcdo e compartilham alta homologia, resultando em
cromossomos com duplicacdo e delegdo. As linhas escuras representam a dupla fita do DNA. (Adaptada
de Bailey e Eichler et al., 2006).

O estudo dos pontos de quebra de rearranjos cromossdmicos pode fornecer
informacdes sobre 0 mecanismo de reparo que contribuiu para sua formacdo. Como a
maioria dos trabalhos focaram rearranjos cromossémicos recorrentes, grande parte do
conhecimento nessa area baseia-se no estudo dos mecanismos associados a esse tipo de
rearranjo.

No caso das translocacdes Robertsonianas, o emparelhamento de sequéncias
repetitivas pericentroméricas, que teriam homologia em cromossomos acrocéntricos,
facilitariam a transferéncia de bragcos cromossdémicos pela troca entre sequéncias
emparelhadas em disposicao invertida ou por recombinagdo em U. Os bragos curtos dos
cromossomos acrocéntricos contém multiplas copias de DNA satélite e genes de RNA
ribossémico 18S e 28S, sendo algumas sequéncias Unicas para cada cromossomo e
outras, compartilnadas entre acrocéntricos. O clustering de pontos de quebra das
translocacbes Robertsonianas recorrentes rob(13ql4q) e rob(14g21q) sugere um
mecanismo especifico de formagéo desse tipo rearranjo. Em 97% dessas translocagdes o
ponto de quebra no cromossomo 14 ocorre nas mesmas sequéncias satélites. Nos

cromossomos 13 e 21, o ponto de quebra ocorre em sequéncias satélites e em genes de
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RNA ribossdmico. Sequéncias compartilhadas pelos cromossomos 13, 14 e 21, estando
no cromossomo 14 em orientacdo oposta as sequéncias nos cromossomo 13 e 21,
facilitariam a ocorréncia de translocacGes rob(13ql4q) e rob(14921g) em relagdo a
rob(13g21q) (revisédo em Shaffer e Lupski, 2000).

O mecanismo de recombinacdo homdloga nédo alélica tambem foi proposto para
a formacdo da translocagdo reciproca recorrente t(4;8)(p16;p23). Ambos os pontos
quebra ocorrem em clusters de genes receptores olfativos, sugerindo que a
recombinacdo entre esses locus em 4pl6 e 8p23 seja responsavel pela formagdo do
rearranjo (Giglio et al., 2001). Assim como as translocacfes Robertsonianas recorrentes,
a 1(4;8)(p16;p23) forma-se preferencialmente na gametogénese materna (Page et al.,
1997; Giglio et al., 2002).

J4 a translocagdo reciproca recorrente mais frequente, a t(11;22)(q23;911), € um
exemplo de rearranjo associado a formacdo de estruturas secundarias do DNA que criariam
instabilidade genémica em loco especifico (revisdo em Kurahashi et al., 2010). Os pontos de
quebra em 11023 e 2291l localizam-se em regides ricas em AT, que formam estruturas
palindrémicas denominadas, respectivamente, de PATRR11 e PATRR22 (Palindromic AT-rich
Repeats, PATRR) (Kurahashi et al., 2000; Kurahashi et al., 2001a; Kurahashi et al., 2007). O
estudo dos fragmentos de juncdo em t(11;22) localizou os pontos de quebras em ambos 0s
cromossomos no centro das PATRR (Kurahashi et al., 2000). Pequenas regides palindrémicas
de DNA, como as PATRR, podem formar estruturas cruciformes de fita dupla que induziriam a
instabilidade genémica, levando a quebra na dupla fita e formacéo das translocacGes (Kurahashi
et al., 2004). A auséncia de homologia e a presenca de pequenas delecdes nos pontos de quebra
da t(11;22) sugerem que, ap6s a quebra na dupla fita do DNA, o reparo é realizado via NHEJ
(revisdo em Shaffer e Lupski, 2000). A frequéncia relativamente alta da t(11;22) em
espermatozoides de homens normais (Kurahashi et al., 2001b) e a origem paterna de t(11;22)
esporadicas (Ohye et al., 2010) indicam que esse rearranjo se origina na espermatogénese.

Em geral, sdo desconhecidos os mecanismos de formacao e as sequéncias participantes
da maior parte dos rearranjos cromossdmicos equilibrados ndo recorrentes. O aprimoramento
das técnicas citogenéticas, em associacdo com a anélise do DNA e o crescente conhecimento da
sequéncia e da arquitetura do genoma humano tornaram factivel a elucidagdo dos mecanismos

de formagdo desses rearranjos cromossdmicos.

Com o objetivo de caracterizar 0s rearranjos cromossdmicos equilibrados assim
como seus mecanismos geradores, Higgins et al. (2008) clonaram e sequenciaram 18
pontos de quebra de rearranjos cromossémicos aparentemente equilibrados, presentes

em individuos com malformacdes congénitas graves. Em apenas um caso foram



encontradas, em ambos 0s pontos de quebra, sequéncias que, pela similaridade
compartilhada, poderiam ter mediado a formacéo do rearranjo por NAHR. Nos pontos
de quebra da maioria dos rearranjos foram detectadas duplicacGes, inser¢des e delecdes
de poucos pares de base, uma indicacdo de NHEJ como mecanismo gerador do
rearranjo. O mecanismo de NHEJ também foi proposto no caso de translocacfes entre o
cromossomo X e um autossomo, em que ndo havia homologia extensa entre o0s
segmentos envolvidos e se detectaram pequenas delecdes, duplicacdes e inser¢cdes nos
pontos de quebra e jungdo (van Bakel et al., 1995; Vianna-Morgante et al., 2004).
Recentemente um novo mecanismo foi proposto para a formacao de rearranjos
cromossomicos. Lee et al. (2007) aplicaram oligoarrays e sequenciamento dos pontos
de quebra para analisar duplicacbes ndo recorrentes, que incluiam o gene PLP1
(proteolipid protein 1), associadas a doenca de Pelizaeus-Merzbacher, (PMD; MIM
312080). Apesar de terem identificado duplicacdes em tandem em 65% dos casos, 0s
rearranjos eram mais complexos com segmentos duplicados interrompidos por
segmentos intactos, triplicados ou deletados. O mecanismo de Fork Stalling and
Template Switching (FoSTeS) foi proposto para explicar a complexidade desses
rearranjos. Baseia-se na correcdo da duplicacdo do DNA, interrompida por lesdes ou
formacdo de estruturas secundarias; diante da interrupcao da forquilha de duplicacao, a
fita lagging invade outras forquilhas proximas, até completar a duplicacdo da fita
lagging na forquilha original. A mudanca de forquilha exige a presenca de micro-
homologias com os sitios invadidos para o priming da extremidade 3' reiniciar a
replicacdo (Figura 3). FoSTeS aparece como explicacdo para outros rearranjos
complexos, como dele¢des no cromossomo 17 associadas a sindrome de Smith-Magenis
(MIM, 182290) (Gu et al., 2008) e duplicacdes que incluem o gene MECP2 (Carvalho

et al., 2009), podendo ser um mecanismo frequente na origem de rearranjos estruturais.

1.3 Rearranjos cromossdmicos equilibrados associados a sinais e sintomas clinicos
Apesar de a maioria dos portadores de rearranjos cromossdémicos aparentemente
equilibrados serem clinicamente normais, cerca de 7% dos rearranjos equilibrados
esporédicos estdo associados a alteracbes fenotipicas (Warburton, 1991). Estudos de
individuos com deficiéncia mental e malformagdes congénitas evidenciaram que as
translocacOes aparentemente equilibradas sdo mais frequentes nesse grupo do que na

populagéo geral (Tharapel et al.,1977; Fryns e van den Berghe,1979).
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FIGURA 3. Formagdo de rearranjo cromossémico por Fork Stalling and Template
Switching (FoSTeS): (1) Ap6s o inicio da duplicagdo do DNA (linhas azul escuro e vermelho), les6es ou
estruturas secundérias podem levar & parada da duplicacdo; a fita lagging (linha vermelha pontilhada)
invade uma segunda forquilha de duplicagdo préxima (linhas sdlidas, roxa e verde) via micro-homologia,
(2) reiniciando-se a sintese de DNA (linha pontilhada verde). (3) Uma terceira forquilha (linhas sélidas,
cinza e preta) pode ser invadida por essa fita lagging, continuando a duplicacdo (linha preta pontilhada).
Uma série de eventos FoSTeS pode ocorrer até (4) a fita lagging original completar a duplicacéo.
(Adaptada de Lee et al., 2007).

Diferentes mecanismos tém sido identificados ou sugeridos para explicar a
associacdo entre rearranjos cromossoémicos aparentemente equilibrados e quadros
clinicos. Uma das explicacdes mais Obvias é a interrupcdo de genes pelas quebras
cromossémicas (Zatz et al., 1981; Bonaglia et al., 2001). Elementos reguladores
também podem ser danificados pelas quebras (Leipoldt et al., 2007). A expressao de
genes situados proximos aos pontos de quebra pode ser alterada devido a “efeito de
posi¢do’’; nesse caso, 0 rearranjo nao altera diretamente o gene ou sua regido promotora,
mas a mudanca de posicdo pode separar 0 gene de um elemento regulador ou pode
aproxima-lo da regido reguladora de outro gene (Kleinjan e Heyningen, 1998).
Recentemente a aplicacdo de microarrays de DNA ao estudo de rearranjos
aparentemente equilibrados tem revelado a complexidade de muitos deles, que incluem
microdele¢des e duplicagdes proximas aos pontos de quebra ou neles proprios e que
podem explicar os fenétipos alterados (Gribble et al., 2005; De Gregori et al., 2007,
Sismani et al., 2008).

Assim, a caracterizagdo dos pontos de quebra de rearranjos cromossémicos

equilibrados pode levar & identificacdo de genes candidatos a serem responsaveis pelos
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quadros clinicos a eles associados. No entanto, é importante ressaltar que a associacdo
entre fenotipo alterado e rearranjos equilibrados pode ser ao acaso e individuos
clinicamente normais portadores de rearranjos aparentemente equilibrados podem ter

genes interrompidos pelos pontos de quebra (Baptista et al., 2008).

o Interrupcéo de genes pelas quebras cromossémicas

As quebras cromossdmicas podem interromper a estrutura de genes. A
identificacdo do gene da distrofina foi um dos primeiros casos de mapeamento de um
gene a partir de uma translocacéo. No inicio da década de 80 foram publicados varios
trabalhos que descreveram mulheres afetadas por distrofia muscular do tipo Duchenne
(DMD), que eram portadoras de translocag@es reciprocas entre 0 cromossomo X e um
autossomo (Zatz et al., 1981, Boyd et al.,1986). Em todos esses casos, 0 ponto de
quebra no cromossomo X ocorreu na banda Xp21, o que sugeria que 0 gene mutado na
DMD estava localizado nesse segmento e que tinha sido interrompido pelas quebras que
originaram as translocacfes. Esses resultados juntamente com a deteccdo de delecOes
em afetados permitiram a clonagem do gene da distrofina (Koenig et al., 1987). A
manifestacdo da DMD, que tem heranca recessiva, nas mulheres foi resultado da
inativacdo do cromossomo X normal. Em geral, esse padrdo de inativacdo é observado
em portadoras de translocagcdes X- autossomo; o desvio da inativacgdo casual decorre da
selecdo contraria as células que inativam o cromossomo X translocado, que ndo sdo
equilibradas do ponto de vista funcional, pois apresentam dissomia parcial do
cromossomo X e monossomia parcial do autossomo. O estudo de translocagdes X-
autossomo levou a identificacdo de muitos outros genes no cromossomo X,
relacionados a doencas.

O estudo de rearranjos equilibrados tem sido importante na identificacdo de
genes candidatos a quadros de deficiéncia mental com heranga ligada ao X,
especialmente nos casos ndo sindromicos, em que os estudos de ligacéo sdo dificultados
(revisdo em Vandeweyer et al., 2009). Zemni et al. (2000), por exemplo, verificaram
gue o gene TM4SF2 (Transmembrane 4 Superfamily, Member 2), mapeado em Xpl11.4,
tinha sido interrompido pela translocacdo t(X;2)(p11.4;p21.3) em uma paciente com
deficiéncia mental ndo sindrdmica. A expressao do fendtipo foi resultado da inativacédo
do cromossomo X normal. O gene TM4SF2 é altamente expresso no sistema nervoso
central, incluindo o cortex cerebral e o hipocampo, sendo indicado candidato ao quadro

clinico. Isso foi confirmado com a deteccdo de mutagdes no gene TM4SF2 em trés
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familias em que a deficiéncia mental ndo sindromica tinha sido mapeada no segmento
Xpll.4. Posteriormente mutacOes nesse gene foram descritas em outros homens
afetados (Abidi et al., 2002; Maranduba et al., 2004). Além do gene TM4SF2, 13 genes
candidatos a deficiéncia mental sindromica e ndo sindromica foram identificados no
cromossomo X em estudos de translocacBes equilibradas. A associacdo causal esta
confirmada para 10 deles, pela identificacdo de mutacOes em outros pacientes com
deficiéncia mental (revisdo em Vandeweyer et al., 2009).

Genes localizados em cromossomos autossémicos também foram identificados
em estudos de rearranjos equilibrados associados a quadros clinicos. Esses genes sdo
sensiveis a dosagem e os quadros clinicos estdo associados a haploinsuficiéncia dos
genes interrompidos pelas quebras cromossomicas.

Um dos exemplos mais conhecidos ¢ o do gene da neurofibromatose tipo 1
(NF1; MIM 162200). O estudo de duas translocagdes com pontos de quebra em 17q11.2
levou a identificacdo do gene da doenca nesse segmento. Schmidt et al. (1987)
descreveram uma familia com afetados por NF1 associada a uma translocacdo
t(1;17)(p34;911.2) e Ledbetter et al. (1989) descreveram uma translocacdo
t(17;22)(g11.2;q11.2) em uma afetada por NF1. Wallace et al. (1990) verificaram que o
gene NF1 (neurofibromin 1) tinha sido interrompido pelas quebras dessas translocagoes
no cromossomo 17 e descreveram uma mutacdo no gene NF1 em outro afetado pela
doenca.

Um exemplo mais recente é a sindrome de Cornelia de Lange (CDLS1; MIM
122470). Tonkin et al. (2004) descreveram uma crianga com CDLS1, portadora de
translocacéo equilibrada t(5;13)(p13.1;912.1). A caracterizacdo do ponto de quebra no
cromossomo 5 mostrou que o gene NIPBL (Nipped-B-like) tinha sido interrompido. A
funcdo desse gene em células de mamiferos ndo era conhecida, mas o padrdo de
expressdo era compativel com o fendtipo da sindrome. Considerando o gene como
candidato, os autores estudaram outros afetados pela sindrome e identificaram nove
mutacgdes de ponto no gene NIPBL.

O estudo de rearranjos equilibrados tem sido importante também na
identificacdo de genes candidatos a deficiéncia mental ndo ligada ao X. Vandeweyer et
al. (2009), em sua revisdo sobre rearranjos equilibrados entre autossomos, associados a
deficiéncia mental, realacionam 15 genes candidatos, mas apenas GLI3 (GLI family zinc
finger 3) foi validado, pela presenca de muta¢6es em outros individuos com deficiéncia

mental (Johnston et al., 2005). Cacciagli et al. (2010) descreveram uma paciente com

12



deficiéncia mental moderada a grave e hipotonia, portadora de translocacéo t(10;13)
(p12.1;912.13). A caracterizagdo do rearranjo mostrou que o gene ATP8A2 (ATPase,
aminophospholipid transporter, class I, type 8A, member 2), mapeado em 13q12.13, foi
interrompido pelo ponto de quebra. Esse foi 0 Unico gene alterado pelo rearranjo e a
analise por a-CGH néo identificou desequilibrios submicroscépicos. O gene ATP8A2,
que codifica uma ATPase, é altamente expresso no cérebro humano e de camundongo.
Os autores ndo detectaram mutacGes nesse gene em uma amostra pequena de 38
pacientes com quadros similares ao da portadora da translocacéo, isso significando que
mutacdes no gene ATP8A2 ndo é causa frequente de deficiéncia mental, o que também
acontece com a maioria dos genes ja relacionados a deficiéncia mental.

A sindrome da delecdo terminal 22q13.3 € caracterizada por grave atraso de
linguagem, deficiéncia mental moderada, hipotonia e dismorfismos faciais (MIM
606232). Bonaglia et al. (2001) identificaram uma crianca com quadro tipico da
sindrome, portadora de translocacdo equilibrada t(12;22)(g24.1;913.3). O ponto de
quebra no cromossomo 22 interrompia 0 gene SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin
repeat domains 3), que € altamente expresso no cortex cerebral e cerebelo. Os autores
sugeriram que a haploinsuficiéncia desse gene seria responsavel pela sindrome da
delecéo terminal em 22q13.3. Posteriormente, Wilson et al. (2003) identificaram uma
regido critica de 130 kb comum a 46 pacientes, que incluia o gene SHANKS3.

Além da identificacdo de genes candidatos para doencas monogénicas, o estudo
de rearranjos equilibrados também pode contribuir para elucidar os mecanismos
genéticos responsaveis por doencas complexas. Bache et al. (2006) avaliaram o
potencial da associacdo entre translocagdes equilibradas e essas doencas. Para isso,
investigaram a presenca de varias doencas complexas em portadores de translocacoes
equilibradas sem histérico de doenca de manifestacdo precoce. Foram considerados
como potencialmente associados a doengas complexas, as translocacbes que
cossegregavam com o quadro clinico com um lod score significativo ou aquelas
translocacBes cujos pontos de quebra estavam localizados em regides que ja haviam
sido associadas as doengas. Os autores identificaram 42 pontos de quebra
potencialmente associados a doengas complexas. A associa¢do mais consistente ocorreu
entre um ponto de quebra em 1p36 em uma translocacgéo t(1;18)(p36.1;g21) familial que
segregava com dislexia. O loco DY X8, também mapeado em 1p36, ja havido sido
associado a dislexia em estudo de ligagdo (Tzenova et al., 2004). Outra associacao

muito provavel ocorreu entre uma translocacdo t(9;17)(g33;925.3) e distdrbio bipolar
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familial. A associagdo entre o segmento 17g25.3 e o disturbio bipolar foi apoiada pela
identificacdo, no mesmo trabalho, de dois pacientes com depressdo e pontos de quebra
de translocagédo nesse segmento.

e Formacéo de gene hibrido

Os rearranjos cromossémicos podem formar genes hibridos, cujos produtos
estdo associados geralmente ao desenvolvimento de tumores. Para que ocorra a
formagéo de transcrito hibrido, ambos 0s genes precisam estar orientados na mesma
direcdo e o quadro de leitura deve ser preservado. O exemplo mais conhecido é o da
leucemia mieldide crénica (MIM 608232), caracterizada pela presenca da translocacao
t(9;22)(g34;g11) na linhagem tumoral. No ponto de quebra do cromossomo 9, 0 gene
ABL (Abelson tyrosine kinase) esta interrompido. O gene codifica uma tirosina quinase
que atua na regulacéo do ciclo celular. O gene BCR (Breakpoint Cluster Region), cuja
funcdo ndo é conhecida, é interrompido pelo ponto de quebra no cromossomo 22. No
cromossomo 22 derivativo, o cromossomo Filadélfia, ocorre a justaposicdo dos genes
ABL e BCR, formando um gene hibrido que codifica um polipeptidio similar ao produto
do ABL. No entanto, a substituicdo da porcdo N-terminal de ABL pela por¢do N-
terminal de BCR faz com que o produto hibrido tenha atividade desregulada e
constitutiva de tirosina quinase. Essa proteina estimula a proliferacdo de células
precursoras hematopoiéticas e impede que sofram apoptose.

Apesar de raros, existem relatos de formag&o de transcritos hibridos associados a
translocacbes em afetados por deficiéncia mental e malformagdes congénitas
(Nothwang et al., 2001, Ramocki et al., 2003, Backx et al., 2011). Nothwang et al.
(2001) descreveram o primeiro caso de formagdo de gene quimérico ndo associado a
cancer. Uma translocacao (1;19)(q21.3;913.2) de novo foi detectada em uma crianca
com deficiéncia mental, ataxia e atrofia do cérebro. O rearranjo interrompeu nos
cromossomos 1 e 19, respectivamente, os genes CLK2 (cdc-like kinase 2) e PAFAH1B3
(platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, catalytic subunit 3). No cromossomo
derivativo 1 formou-se um gene hibrido composto pelos exons 2 a 13 do CLK2 e pelos
exons 1 a 4 do PAFAH1B3, que codifica uma proteina formada pelos 136 aminoacidos
iniciais de PAFAH1B3 e pelo polipeptidio completo e ndo modificado codificado pelo
CLKZ2, ja que o exon 1 desse gene n&o é transcrito. Os autores avaliaram se as func¢des
dos polipeptidios ficaram conservadas no hibrido. O CLK2 codifica uma quinase que

atua na regulacéo da atividade de fatores de splicing ricos em serina e arginina, fungéo
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que ficou conservada no polipeptideo hibrido. Ja 0 PAFAH1B3 codifica um polipeptidio
que se liga a LIS1, formando um complexo com atividade de proteina G
heterotrimérica. No polipeptideo hibrido houve perda de capacidade de ligacdo a LIS1 e
perda da atividade hidrolitica de PAFAH1B3. Os autores sugerem que o fenotipo do
paciente esta relacionado a haploinsuficiéncia de PAFAH1BS3.

Em uma paciente com manifesta¢cGes neuroldgicas, incluindo agenesia do corpo
caloso, foi identificada uma translocacdo t(2;9)(p24;932) (Ramocki et al., 2003). O
estudo por FISH e a andlise por PCR revelou que dois genes Zn-finger (KIAA1803 e
ASXL2), expressos em todos os tecidos, tinham sido interrompidos. Consequentemente,
0 rearranjo originou um transcrito hibrido em cada cromossomo derivativo. Apesar de
0s genes KIAA1803 e ASXL2 serem candidatos a atuarem no desenvolvimento do
sistema nervoso, 0 mecanismo associado ao fenotipo pode ser a haploinsuficiéncia de
um ou ambos 0s genes ou de ganho de funcdo dos polipeptideos hibridos.

Recentemente, Backx et al. (2011) estudaram um paciente com deficiéncia
mental e agenesia do corpo caloso, portador de uma translocagdo reciproca esporadica
t(6;14)(g25.3;913.2). A caracterizacdo molecular do rearranjo revelou um genotipo
complexo com a interrupgdo dos genes ARID1B (AT rich interactive domain 1B (SWI1-
like)) e MRPP3 (mitochondrial RNase P protein 3) e consequente formacdo de genes
hibridos nos cromossomos derivativos. A presenca dos transcritos hibridos foi detectada
por RT-PCR e confirmada por sequenciamento. O mecanismo patogénico mais provavel
seria a haploinsuficiéncia de um ou de ambos os genes alterados. O gene ARIRID1B,
que atua na remodelagem da cromatina, constitui um bom candidato devido a seu
padrdo de expressdo; além disso, mutagcdes em outro gene da mesma familia, KDM5C
(lysine (K)-specific demethylase 5C), causa deficiéncia mental sindrdbmica e nao
sindrdmica (Jensen et al., 2005). Adicionalmente, um paciente incluido no DECIPHER
(registro 4662), é portador de uma microdelecdo que inclui apenas o ARIRID1B. O
paciente tem atraso de fala, retardo mental e comportamento autistico. No entanto, o
ganho de fungdo ou efeito dominante negativo dos transcritos hibridos ndo pode ser
descartado.

Assim, nessas translocagbes constitutivas, mesmo diante da formagdo de
produtos hibridos, a haploinsuficiéncia de genes interrompidos pelas quebras

cromossOmicas parece ser a causa dos quadros clinicos.
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o Efeito de posicao

O efeito de posicao é definido como uma alteracdo da expressdo génica devida a
mudanca de posi¢do do gene do seu ambiente cromossomico, ndo estando associado a
mutacdo ou delecdo intragénica, mantendo-se portanto, a unidade transcricional e o
promotor intactos (Kleinjan e Heyningen, 1998). O efeito de posicdo pode estar
associado a alteracGes fenotipicas por dois mecanismos principais: heterocromatizacdo
ou alteracdo da relacdo espacial do gene com elementos reguladores em cis. No ultimo
caso, o rearranjo pode afastar um gene de elementos reguladores proprios ou de um
elemento de fronteira ou ainda pode aproximéa-lo de elementos reguladores de outro
gene. Com raras excec¢des, 0s genes ja associados ao efeito de posicdo codificam fatores
de transcricdo que atuam no desenvolvimento, refletindo a importancia do controle
temporal e espacial da expressdo desses genes. O estudo de rearranjos com pontos de
quebra 3” ou 5° a esses genes tem contribuido para elucidar a complexidade das regides
reguladoras de genes que atuam no desenvolvimento em mamiferos (revisdo em
Kleinjan e Lettice, 2008).

Recentemente, Kleinjan e Coutinho (2009) propuseram que doengas causadas
por interrupcdo da arquitetura em cis da regido reguladora de um loco génico sejam
chamadas de “cis-ruption disorders”. Um exemplo é a displasia campomélica (CD,
MIM 114290), doenca rara e frequentemente letal, caracterizada por alteracfes
esqueléticas, entre as quais se destacam o encurvamento e a diminuicdo do
comprimento dos 0ssos longos. A maioria dos afetados séo portadores de mutagdes na
regido codificadora do gene SOX9 (Sry-related hmg-box gene 9), mapeado no braco
longo do cromossomo 17. Todavia existem relatos de afetados que ndo possuem essas
mutacdes, mas sdo portadores de rearranjos equilibrados cujos pontos de quebra se
localizam upstream ao SOX9. Leipoldt et al. (2007) classificou os pontos de quebra
desses rearranjos em clusters proximais e distais, localizados, respectivamente, a 50-375
kb e 789-932 kb upstream ao gene SOX9. A curvatura anormal dos 0ssos longos,
caracteristica principal da CD, esta ausente nos portadores de rearranjos cujos pontos de
quebra se localizam no cluster distal. Nesses casos, a doenca é chamada de displasia
campomeélica acampomélica (ACD). Mais recentemente, Benko et al. (2009),
descreveram pontos de quebra localizados a mais de 1Mb upstream ao SOX9 em
afetados pela sequéncia de Pierre Robin (PRS; MIM 261800), caracterizada por fissura
de palato, micrognatia e glossoptose. A sequéncia de PRS esta frequentemente presente

em algumas sindromes mendelianas, incluindo a CD e a ACD. Diante desse cenario,
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Gordon et al. (2009) propdem que a regido reguladora do SOX9 se estenda além de 1,23
Mb upstream ao gene. Os rearranjos cromossomicos removeriam um ou mais elementos
reguladores em cis, levando a alteracdo da expressdo do SOX9 e aos quadros clinicos.

Outro gene para o qual o efeito de posicéo ja foi proposto é o PAX6 (paired box
6), mapeado em 11p13, cuja haploinsuficiéncia esta associada a aniridia (NA, MIM
106210). J& foram descritos individuos afetados que eram portadores de rearranjos
cromossomicos com pontos de quebra downstream ao gene, o mais distal localizando-se
a 125 kb do ultimo exon do PAX6 (Fantes et al., 1995; Lauderdale et al., 2000; Crolla e
van Heyningen, 2002). Todos os pontos de quebra se localizam no ultimo intron do
gene ELP4 [elongation protein 4 homolog (S. cerevisiae)], que é expresso em todos 0s
tecidos. Estudos em camundongos indicam que a interrupgdo do ELP4 ndo contribui
para o fenotipo.

O rearranjo pode também aproximar o gene de elementos reguladores de outro
gene. Um exemplo classico é o linfoma de Burkitt (BL; MIM 113970), caracterizado
pela proliferagdo monoclonal de linfocitos-B5; em 80% dos casos a translocacgéo
t(8:14)(q24:932) esta presente na linhagem tumoral. No cromossomo derivativo 14 o
gene c-myc [v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)], translocado do
cromossomo 8, esté justaposto aos de imunoglobulina e passa a estar sob o controle de
seus reguladores, tendo sua expressdo exacerbada. O gene c-myc atua em varios
aspectos da biologia celular incluindo proliferacdo, diferenciacdo, metabolismo e
apoptose. A superexpressdo do gene c-myc no cromossomo derivativo (14) altera essas
funcdes e, consequentemente, desenvolve-se o tumor.

Além da alteracdo de elementos reguladores em cis, 0 rearranjo cromossémico
pode influenciar a expressdo de gene(s) proximo(s) ao ponto de quebra devido a
alteracdo da estrutura da cromatina. A heterocromatizacdo pode ocorrer quando o
rearranjo aproxima uma regido de eucromatina a uma regido de heterocromatina; o
estado mais condensado do DNA da heterocromatina pode avancar para a regido
eucromatica justaposta, silenciando genes, de forma aleat6ria, mas estavel. Rees et al.,
(1994) descreveram uma translocagdo em mosaico, associada a R-talassemia, na qual o
gene da cadeia 3 da hemoglobina foi translocado intacto do cromossomo 11 para o
cromossomo 22, junto ao centrdmero. Os autores sugerem que 0 gene estaria silenciado

devido a proximidade com a regido pericentromerica, de cromatina constitutiva.
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e Dissomia uniparental (UPD)

A dissomia uniparental (UPD) é definida pela presenca no cariétipo de um par
de cromossomos homdlogos ou de segmentos cromossémicos homdlogos com mesma
origem parental. E classificada como isodissomia uniparental quando 0 mesmo
cromossomo ou segmento cromossomico estd presente em duplicata. Quando sdo
herdados dois cromossomos homdlogos diferentes ou parte deles de um mesmo genitor,
tem-se uma heterodissomia uniparental.

Cerca de 30% dos casos de UPD estdo associados a cariétipos anormais, sendo
8% rearranjos equilibrados (Liehr, 2010). No caso de um portador de translocagéo
equilibrada, uma ndo disjuncdo meidtica pode originar um gameta dissdbmico, com 0s
dois cromossomos derivativos e um dos normais que, ao se juntar a um gameta normal,
formard um zigoto trissbmico. A trissomia podera ser corrigida pela perda do
cromossomo homélogo normal do outro genitor, e nesse caso, 0 embrido terd uma
heterodissomia uniparental. Outra possibilidade de heterodissomia € ocorrer a
fertilizacdo entre o gameta dissomico do portador da translocacéo e o do outro genitor,
com a nulissomia correspondente. Caso 0 gameta do portador da translocacdo seja
nulissdmico, com apenas um dos cromossomos normais da translocacgdo, a unido com
um gameta normal originara um embrido monossdmico. O resgate da monossomia pode
ocorrer por duplicacdo do cromossomo homologo do genitor ndo portador da
translocacdo. Essa pode ser também a origem de UPD em associacdo com rearranjos
equilibrados esporadicos, que se originem na formacao dos gametas (Robinson, 2000).

A relacdo entre dissomia uniparental e fendtipo alterado pode decorrer da
homozigose quanto a alelos recessivos detrimentais ou de imprinting genémico, ou seja,
da expressao génica dependente da origem parental (Wilkins et al., 2003).

Entre as doencas relacionadas ao mecanismo de imprinting genémico ja foram
descritos varios casos de UPD associada a rearranjos equilibrados. Dupont et al. (2002),
por exemplo, descreveram uma menina afetada pela sindrome de Silver-Russell (SRS;
MIM 180860), que herdou uma translocacdo equilibrada t(7;16)(q21;924) de sua mée
fenotipicamente normal; na crianca foi detectada uma UPD materna do cromossomo 7,
como causa da sindrome. Explica-se a UPD como decorréncia de ndo disjuncédo, o
gameta materno que originou o zigoto possuindo 0s cromossomos 7 normal e derivativo
e determinando uma trissomia do cromossomo 7; o resgate dessa trissomia no embrido,

com perda do cromossomo 7 paterno, levou a UPD7 materna e a SRS.
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Entre as ocorréncias esporadicas, existem varios exemplos de iSocromossomos
de braco longo ou translocacdes entre homélogos dos acrocéntricos 14 e 15, associados
a sindromes bem caracterizadas de imprinting paterno e materno do cromossomo 14 e

do cromossomo 15 (sindromes de Prader-Willi e de Angelman) (Robinson, 2000).

e Perdas e ganhos de segmentos submicroscépicos

Os rearranjos cromossdmicos equilibrados sdo detectados por técnicas de
citogenética classica, dessa forma sao considerados equilibrados aqueles rearranjos nos
quais ndo sao identificadas alteragcbes maiores que 5 Mb, que podem ser visualizadas ao
microscopico optico. A partir de 2005, foram publicados varios trabalhos que aplicam
array-CGH no estudo de rearranjos equilibrados associados a quadros clinicos (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). Esses estudos tém mostrado
que microdelegdes e microduplicacbes de segmentos genémicos podem ser
responsaveis por parte significativa dos fendtipos alterados associados a esses rearranjos
(Tabela 1). Estima-se que 33,5% dos pacientes estudados eram portadores de
desequilibrios submicroscdpicos.

Apesar de a maioria dos desequilibrios submicroscépicos estarem localizados
nos pontos de quebra que originam os rearranjos (15,5%), 9% estavam fora deles, mas
localizados nos cromossomos rearranjados. As alteracdes nos pontos de quebras podem
ter ocorrido durante a formacdo dos rearranjos, enquanto que aquelas distantes aos
pontos de quebra podem ndo estar associadas aos rearranjos ou refletir um mecanismo
mais complexo em sua formacao (Higgins et al., 2008). Surpreendentemente, em 9%
dos rearranjos equilibrados estudados foram detectadas alteracGes submicroscopicas em
Cromossomos que ndo participavam dos rearranjos (Tabela 1).

Como mostra a Tabela 1, houve diferencas nas frequéncias de alteracGes
submicroscépicas entre os varios estudos que, pelo menos em parte, sdo atribuiveis as
diferentes metodologias utilizadas. As menores frequéncias de alteracdes foram
observadas nos trabalhos que utilizaram arrays de 1 Mb (Fantes et al., 2008; Sismani et
al., 2008). Interessantemente, apenas um estudo (Fantes et al., 2008) detectou ganho de
segmentos, todos os outros desequilibrios sendo dele¢des. Isso pode ser resultado do
mecanismo de formac&o dos rearranjos, levando preferencialmente & perda de material.
Por outro lado, esse resultado pode refletir a menor patogenicidade das duplicagdes, que
assim ndo estariam presentes nos individuos selecionados para os estudos (Schluth-
Bolard et al., 2009).
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O grande desafio, no entanto, consiste em determinar quais desequilibrios, de

fato, estdo associados aos quadros clinicos, ja que variagdes no numero de cdpias

(CNV) também sdo encontradas em individuos da populacéo geral (Redon et al., 2006).

Tabela 1. Perdas e ganhos de segmentos submicroscépicos em portadores de rearranjos
cromossdmicos equilibrados.

Estudo a-CGH Portadores de Desequilibriono  Desequilibrioem  Desequilibrio
(plataforma) desequilibrios ponto de quebra  cis ao ponto de néo associados
submicroscépicos quebra ao rearranjo

1 BAC PAC 3500 5/10 1/10 1/10 3/10
clones/array
painting

2 Oligo 44B/244K 11/27 7127 1/27 3/27
(Agilent)

3 Sanger 30K 414 3/14 1/14 (*) 1/14
Whole Genome
TilePath

4 1IMb ‘CytoChip’ 6/46 3/46 3/46 0/46
BlueGnome

5 2600 BAC 6/11 2/11 3/11 1/11
arrays/244K
(Agilent)

6 Cytochip 1-Mb 3/12 1/12 1/12 1/12
BlueGnome

7 Oligo 16/33 7/16 4/33 5/33
44K /244K
(Agilent)

Estudo: (1) Gribble et al. (2005); (2) De Gregori et al. (2007); (3) Baptista et al. (2008); (4) Fantes et al.

(2008); (5) Higgins et al. (2008); (6) Sismani et al.(2008); (7) Schluth-Bolard et al. (2009)

(*)Paciente portador de desequilibrios no ponto de quebra e em cis ao rearranjo

A caracterizacdo de rearranjos aparentemente equilibrados ndo associados a

quadros clinicos, evidenciando no que diferem daqueles associados com quadros

clinicos, pode contribuir para a compreensdo dessas associacdes. Baptista et al. (2008) e

Fantes et al. (2008) analisaram translocagcdes cromossomicas equilibradas presentes

tanto em individuos normais quanto em portadores de sinais e sintomas clinicos.

Mostraram que individuos fenotipicamente normais podem ter genes interrompidos

pelos rearranjos, que nédo seriam sensiveis a dosagem ou que se localizam em regides de

variagcdes no numero de cdpias (CNV). Entretanto, somente em rearranjos equilibrados

associados a anormalidades clinicas foram detectados desequilibrios submicroscépicos
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nos pontos de quebra ou em cis a eles nos cromossomos rearranjados. Dessa forma os
desequilibrios submicroscopicos em cis podem ser responsaveis por grande parte dos
fendtipos clinicos observados em pacientes com rearranjos equilibrados. Estabelecer a
relacdo causal dessas perdas e ganhos de segmentos cromossémicos com os fenotipos
dos portadores e entender sua relagdo com os rearranjos equilibrados associados a eles
séo desafios atuais.

Cox et al. (2003) estudaram uma crianga com deficiéncia mental ndo sindrémica
portadora de translocacao t(X;8)(g28;q12). No ponto de quebra do cromossomo X foi
detectada uma duplicacdo de 650 kb. Nessa regido estdo mapeados 11 genes, sendo
nove expressos no cérebro. Os autores atribuem o quadro clinico a dosagem alterada de
gene(s) mapeado(s) na regido duplicada do cromossomo X.

Mademont-Soler et al. (2010) estudaram uma paciente com alteracGes faciais,
malformacdes de Dandy-Walker, perda auditiva e hiperlaxia de pele, que também era
portadora da translocacédo t(6;13)(q23;932). O a-CGH revelou uma delecéo de 2,5 Mb
no ponto de quebra do cromossomo 13. O quadro clinico da paciente sobrepfe-se
aqueles ja descritos em portadores de delecBes em 13932, indicando que a perda desse
segmento contribui para o fendtipo. Os autores sugerem que 0s genes ZIC2 (Zic family
member 2) e ZIC5 (Zic family member), mapeados nesse segmento, sdo 0s principais
candidatos ao quadro clinico.

Assim como em rearranjos cromossémicos de novo, a analise por a-CGH mostra
que rearranjos cromossdémicos herdados também podem estar associados a
desequilibrios submicroscépicos nos cromossomos derivativos distantes aos pontos de
quebra. Lybaek et al. (2008) utilizaram array-CGH e FISH para investigar uma inversédo
no braco longo do cromossomo 14 associada, em uma familia, ao quadro de
esferocitose, dificuldades de aprendizagem/deficiéncia mental. Foi identificada, em um
dos afetados, uma delecdo de 2,1 Mb mapeada a 1,6 Mb do ponto de quebra telomérico
da inversdo. A mae e o tio materno também eram portadores da dele¢do. Nessa regido
estdo mapeados 16 genes, dentre os quais, o gene SPTB (beta-spectrin), em que
mutacdes de perda de funcédo j& foram identificadas em pacientes com esferocitose. Os
autores atribuem a dificuldades de aprendizagem/deficiéncia mental observada na
familia a haploinsuficiéncia de outro(s) gene(s) mapeado(s) na regido da delecdo no
cromossomo 14, sendo os genes PLEKHG3 [pleckstrin homology domain containing,
family G (with RhoGef domain) member] e MAX (MYC associated factor X) os

principais candidatos, devido a alta expressdao no sistema nervoso. Como a avé do
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probando e outros provaveis portadores da inversdo haviam falecido, os autores nao
puderam determinar se a delecdo e a inversao originaram-se ou ndo independentemente.

Papadopoulou et al. (2010) investigaram um paciente com deficiéncia mental e
malformacdes congénitas multiplas, que era portador de translocacdo equilibrada
t(9;15)(g31;926). Aplicando a-CGH, foi identificada uma duplicacdo de 5-6 Mb, em
9934 e trés delecOes de 8,1 a 12,2 Mb, no cromossomo 15. A validacdo desse resultado
por FISH mostrou que o segmento duplicado do cromossomo 9 estava inserido no
cromossomo derivativo 15 e que as delecdes estavam no cromossomo 15 derivativo,
portanto em cis ao ponto de quebra da translocacdo. Tanto a duplicacdo de gene(s)
mapeado(s) no segmento duplicado do cromossomo 9, quanto a haploinsuficiéncia de
gene(s) localizados(s) nos segmentos deletados do cromossomo 15 podem contribuir
para o fenotipo.

Como a andlise por microarrays permite a investigacdo global do genoma, pode
detectar, em portadores de rearranjos equilibrados, alteracbes em cromossomos que ndo
participam desses rearranjos. Em determinados casos, 0s rearranjos cromossomicos € as
alteracdes detectadas em outros cromossomos podem contribuir para o fenotipo.
Hayashi et al. (2007) descreveram uma translocacdo equilibrada t(5;13)(p13.1;q12.1)
em uma crianga portadora de sindrome de Cornelia de Lange, associada a outros sinais.
O gene NIPBL, cuja haploinsuficiéncia causa a sindrome, foi interrompido pela
translocacdo. Aplicando a-CGH, os autores identificaram uma delecdo de 1 Mb no
braco longo do cromossomo 1, incluindo seis genes (FIBL-6, PRG4, TPR, OCLM, PDC
e PTGS2) e atribuiram as caracteristicas ndo tipicas de CDLS a haploinsuficiéncia de
gene(s) mapeado(s) nesse segmento.

Entretanto, o rearranjo pode estar de fato equilibrado e o fendtipo ser causado
por perda ou ganho de segmentos de cromossomos que ndo participam dele. Morales et
al. (2009) descreveram uma paciente com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor,
retardo de crescimento, dismorfismos faciais, clinodactilia e miopia. A crianga era
portadora de inversdo de novo no brago longo do cromossomo 7, inv(7)(q21.12934).
Genes proximos aos pontos de quebra ndo puderam ser associados aos sinais clinicos.
Por meio de a-CGH foi identificada uma dele¢cdo no brago curto do cromossomo 3 -
del(3)(p12.3p13). As manifestagdes clinicas da paciente sobrepunham-se as de outros
portadores de delecbes nesse segmento cromossdmico, apontando para a
haploinsuficiéncia de gene(s) mapeado(s) no segmento deletado do cromossomo 3

como causa do quadro clinico.
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11.OBJETIVOS

Com este estudo, nosso objetivo foi identificar mecanismos pelos quais
rearranjos cromossdmicos aparentemente equilibrados possam estar associados de
maneira causal a determinados quadros clinicos. Para isso estudamos rearranjos
cromossomicos aparentemente equilibrados detectados em pacientes com malformagdes
congénitas, atraso de desenvolvimento neuropsicotomor ou comprometimento
intelectual. Os pontos de quebra foram mapeados por FISH de segmentos mapeados nos
pontos de quebra identificados por bandamento G. Microdelecbes e microduplicacbes
foram investigadas por array-CGH. As informag0es obtidas foram relacionadas aos
mapas fisicos do genoma humano e as caracteristicas clinicas dos pacientes na busca de

genes candidatos.
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I1l.  PACIENTES E METODOS

111.1 Pacientes

Os individuos selecionados para este estudo foram identificados como
portadores de rearranjos aparentemente equilibrados no Servico de Aconselhamento
Genético do Laboratério de Genética Humana do Instituto de Biociéncias da
Universidade de S& Paulo (LGH-IB-USP), para onde foram encaminhados por
diferentes servigos médicos, para diagndstico e aconselhamento genético. Para inclusdo
no estudo, os pacientes ou seus responsaveis legais, foram informados sobre a pesquisa
e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo (Protocolo n® 096/2009).

A amostra foi constituida de seis translocacBes equilibradas, cinco delas néo

herdadas e uma, segregando na familia com o quadro clinico.

111.2 Métodos

111.2.1 Estudo cromossdmico

e Preparacdes cromossdmicas

Para o estudo cromossdmico, as preparacfes foram obtidas a partir de culturas
temporarias de linfécitos de sangue periférico, seguindo as técnicas de rotina do
laboratério. Os linfocitos contidos em 0,5 mL de plasma sanguineo foram cultivados
por 72 h, a 37°C em 4,5 mL de meio de cultura TC 199 (Invitrogen, Carlsbad, EUA),
complementado com soro fetal bovino 15% (Invitrogen), L-glutamina 1% (Sigma, Saint
Louis, EUA) e fitohemaglutinina 1% (Invitrogen). O tratamento com colchicina
(Sigma) na concentragéo final de 0,0016% foi realizado nos 40 min finais do cultivo.
Para a hipotonizacéo, utilizou-se uma solucdo de KCI (0,075 M) por 12 min a 37°C e
para a fixacdo, metanol:acido acético, 3:1. Parte do material foi conservada a 20°C no
fixador e parte foi utilizada na preparacdo de laminas, que foram mantidas em estufa a
37°C, por sete a quinze dias e, entdo, utilizadas para a aplicacdo da técnica de
bandamento cromossémico GTG ou congeladas a —20°C, para utilizacdo posterior em

experimentos de hibridagéo in situ.
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¢ ldentificagdo dos rearranjos cromossémicos

Para a identificacdo dos rearranjos cromossomicos foi utilizada a técnica de
bandamento GTG descrita por Seabright (1971), com modificaces. As laminas foram
tratadas com 2xSSC (cloreto de sodio 0,03 M e citrato trissodico 0,03 M, pH 7,0) por 15
minutos, a 60°C. Em seguida foram lavadas em agua destilada e tratadas com solucao
de tripsina (1:250; Invitrogen) 0,025% em tampéo fosfato Sérensen (fosfato dissodico
0,03 M e fosfato monopotéssico 0,03 M), pH 6,8, a 37°C por tempo variavel de 10 s a
60 s, dependendo da idade da lamina. A seguir as laminas foram lavadas em &gua
destilada e coradas por 3 a 6 min com solucéo a 2% do corante de Giemsa (Merck), em

tampdo fosfato, pH 6,8. As laminas foram lavadas em agua destilada e secas ao ar.

e Mapeamento dos pontos de quebra

Para refinar o mapeamento dos pontos de quebra dos rearranjos cromossdmicos
foi empregada a técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH). Foram utilizados
como sondas segmentos cromossdmicos clonados em cromossomos artificiais de
bactérias (BAC). O laboratdrio possui um conjunto de sondas de todos 0s cromossomos
humanos. Uma parte foi obtida do CHORI (BACPAC Resourses, CHORI - Children’s
Hospital Oakland Research Institute). Outras sondas clonadas em BAC fazem parte do
conjunto utilizado para a confeccdo de um 1Mb-array produzido pela Dra. Carla
Rosenberg, no Leiden University Medical Centre; esses clones foram cedidos pelo
Wellcome Trust Sanger Institute, UK; informac6es sobre esse conjunto de clones estdo
disponiveis no Ensembl. Algumas sondas clonadas em BAC foram obtidas da
Invitrogen. De acordo com 0s pontos de quebra mapeados por bandamento G, as sondas
foram selecionadas para os experimentos de FISH com base nos mapas obtidos nos
bancos de dados Ensembl, National Center for Biotechnology Information (NCBI) e
University of California, Santa Cruz - Genome Browser (UCSC).

As bactérias com os clones de interesse foram cultivadas em meio LB (1%
bactotriptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl; pH 7,5), contendo o antibidtico para
selecdo de bactérias resistentes com os segmentos de interesse. Para a extracdo dos
clones, utilizou-se o kit Illustra™ PlasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare, New Jersey,
EUA). As sondas foram marcadas por nick translation com biotina ou digoxigenina por
meio, respectivamente, da incorpora¢do dos nucleotideos Bio-16-dUTP ou Dig-11-
dUTP, utilizando os kits de marcacdo Biotin-Nick Translation Mix ou Dig-Nick

Translation (ambos da Roche Applied Science, Manheim, Alemanha), conforme
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instrugdes do fabricante. As sondas foram desnaturadas a 95°C em meio de hibridacéo
(50% formamida, e 10% dextran sulfato, em 2xSSC). A supressdo de sequéncias
repetitivas foi feita com DNA humano Cot-1 (Invitrogen). O DNA dos cromossomos foi
desnaturado em 70% formamida/2xSSC a 72°C. A hibridacdo foi realizada em camara
Umida por 48 a 72 horas a 37°C. Para a deteccdo das sondas marcadas com biotina,
utilizamos avidina conjugada a FITC e para a deteccdo de sondas marcadas com
digoxigenina, utilizamos anti-digoxigenina conjugada a rodamina. As laminas foram
montadas em Vectashield Mouting Medium (Vector Laboratories, Califérnia, EUA)
contendo o corante DAPI (0,8 pg/mL) (Sigma, Saint Louis, EUA). A analise foi
realizada em microscopio de fluorescéncia Axiophot 2 (Carl Zeiss, Alemanha). Para a
documentacdo, as imagens foram capturadas por camara de CCD e processadas,

utilizando-se o software ISIS (MetaSystem, Alemanha).

111.2.2 Busca de microdelecdes e duplicagdes

A presenca de desequilibrios genémicos submicroscopicos foi investigada pela
técnica de array-CGH. Utilizamos nesse estudo a plataforma Human Genome CGH
Microarray Kit 2x105A (Agilent Technologies, Califérnia, EUA). No estudo de dois
pacientes foi utilizado o SurePrint G3 Human CGH 8x60K (Agilent Technologies,
Califérnia, EUA). O primeiro desses oligoarrays contém duas &reas com
aproximadamente 105.000 oligonucleotideos de 60 pb e o segundo contém oito areas
com aproximadamente 60.000 oligonucleotideos de 60 pb. Os procedimentos de
purificacdo das amostras, hibridacdo e lavagem foram realizados conforme descrito pelo
fabricante (Agilent Technologies), com modificacGes. Na etapa de digestdo do DNA
genémico, para a plataforma de 105A, foram utilizados 800 ng de DNA, em volume
final de 22 uL de reacdo contendo 5 U de cada uma das enzimas Alu l e Rsa I, 1,7 ug de
BSA (albumina de sangue bovino) e Buffer C 10X (10% do volume final). Para a
plataforma 60K, foram utilizados 500 ng de DNA gendémico, em volume final de 13 pL
de reagéo, contendo 5 U de cada uma das enzimas Alu | e Rsa I, 1,0 ug de BSA e Buffer
C 10X (10% do volume final). As amostras foram digeridas por duas horas a 37°C em
estufa, seguida da inativagdo das enzimas por 20 min a 65°C. Para a marcacdo das
amostras foram utilizados os kits Fluorescent Labelling System (BlueGnome,
Cambridge, UK), para a plataforma de 105A e Agilent Labelling mix (Agilent

Technologies), para a plataforma 60K. Os procedimentos e quantidades de cada
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reagente seguiram as instrucdes dos fabricantes dos kits. Em resumo, foram adicionados
random primers a reacdo da digestdo, seguindo-se desnaturagdo do DNA por cinco
minutos a 95°C e incubagdo em gelo por cinco minutos. Para a marcacao, foi adicionada
uma mistura contendo tampédo, dNTP, Cy3-dCTP (para a amostra teste) ou Cy5-dCTP
(para a amostra referéncia) e enzima Klenow. As amostras foram mantidas por duas
horas a 37°C em estufa, procedendo-se em seguida & inativagdo da enzima por 10 min a
65°C. As amostras marcadas foram purificadas, utilizando-se o kit Illustra™
ProbeQuant™ G-50 Micro Columns (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do
fabricante. Nas amostras analisadas na plataforma 60K, foram adicionados 25 pL de
TE, antes da etapa de purificacdo. A quantificacdo do DNA genémico marcado e a
atividade especifica dos fluorocromos Cy3-dCTP e Cy5-dCTP foi determinada no
espectrofotobmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Para a etapa de
precipitacdo 50 uL do DNA teste (marcado com Cy3) e 50 uL do DNA referéncia
(marcado com Cyb5) foram adicionados a 5 ug (plataforma de 60K) ou 25 pg
(plataforma 105A) de Human Cot-1 DNA (Invitrogen), para o volume final de 105 uL
(plataforma 60K) ou 125 uL (plataforma 105A). Em seguida, foram adicionados NaAc
(3 M, pH 5,0; 10% do volume final) e etanol 100% gelado (2,5X o volume final). As
amostras foram precipitadas por 15 min a -80°C ou por duas horas a -20°C. Apo0s
centrifugacdo a 13.200 rpm, por 15 min a 4°C, adicionou-se etanol 70% gelado as
amostras e procedeu-se a centrifugacdo por mais cinco minutos a 13.200 rpm,
descartando-se o sobrenadante. Seguiu-se nova centrifugacdo por um minuto,
descartando-se o sobrenadante. O DNA marcado foi entdo ressuspendido em TE
previamente aquecido a 72°C e mantido por cinco minutos a 72°C, seguindo-se nova
ressuspensdo em voértex. Foram adicionadas as solugdes blocking solution 10X e
hybridization buffer 2X e procedeu-se a desnaturacdo por trés minutos a 95°C e 30 min
a 37°C, em banho-maria. Adicionou-se todo o volume das amostras as lamelas da
lamina de suporte do microarray e colocou-se a lamina de microarray sobre ela. As
amostras foram entdo hibridadas a 65°C por 16-48 h. A lamina de microarray foi
mergulhada em Buffer 1 por cinco minutos, depois em Buffer 2 (previamente aquecido a
37°C) por um minuto, seguindo 10 s em acetonitrila (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e
30 s em Stabilization Drying Solution. As imagens do array obtidas com o Agilent
High-Resolution Microarray scanner, foram processadas e analisadas, utilizando o

pacote de programas Feature Extraction e Agilent Genomic Workbench (ambos da
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Agilent Technologies), usando o algoritmo estatistico ADM-2 e limiar de sensibilidade
6,7. Apenas as alteracdes abrangendo no minimo trés oligonucleotideos consecutivos
com razdo log; alterada foram consideradas pelo programa como possivel alteragdo no
numero de cépias de determinado segmento genémico. Usando esses critérios, 0S
tamanhos minimos das CNV detectadas pelas plataformas 60K e 105A sdo de,
respectivamente, 100-160 Kb e 60-90 Kb.

As alteracbes de numero de coépias identificadas nos pacientes foram
comparadas as variacbes documentadas no banco de dados Database of Genomic
Variants (DGV), que compila as CNV presentes em amostras de individuos normais.
Foram comparadas também as informacdes do Database of Chromosomal Imbalances
and Phenotype in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER), que documenta
desequilibrios genémicos identificados em individuos afetados por diferentes
patologias. No caso de deteccdo de variantes consideradas unicas ou raras, a validacao
do resultado foi feita por FISH. Uma vez confirmada, a alteragdo foi investigada em

outros membros da familia, normais ou afetados.

111.2.3 Padréo de inativacdo do cromossomo X
Determinamos o padrédo de inativacao do cromossomo X em linfdcitos de sangue
periférico da paciente portadora de translocagdo t(X;22), com base na metilacdo do gene

AR e também citologicamente em metéfases, apds incorporacao de 5-BrdU.

e Metilacédo do gene AR

O estudo do padrdo de inativacdo foi realizado, analisando-se a metilacdo da
repeticdo polimdrfica CAG do gene AR (Androgen Receptor Gene; Xql1-12), conforme
descrito por Allen et al. (1992), com modificacdes. Proximo a repeticdo CAG existe um
sitio de restricdo da enzima Hpall, que se encontra metilado apenas no X inativo. A
analise do padrdo de inativacdo do cromossomo X é realizada amplificando-se a
repeticdo CAG a partir de DNA gendmico submetido ou ndo a digestdo com a enzima
Hpall. Como a enzima Hpall apenas corta os sitios de restricdo desmetilados, ou seja
dos alelos do gene AR localizados no cromossomo X ativo, esses alelos ndo séo
amplificados. Duas amostras de 1.000 ng de DNA foram tratadas simultaneamente: uma
amostra foi submetida a digestdo com 20 U da enzima Hpall (Invitrogen), em volume
final de 20 pl de reacdo, por 16 h a 37°C; apos a digestdo, a enzima foi inativada,

incubando-se as amostras a 95°C for cinco minutos; a outra amostra foi incubada, na

30



auséncia da enzima Hpall. A amplificacdo foi realizada em um volume de 30 ul de
reacdo de PCR com quatro ul do produto digerido ou ndo digerido, 1,5 U de Taq
polymerase, Buffer 1X, 250 uM de cada deoxiribonucleotideo, 2,5 mM MgCl,, 10%
DMSO e 15 pmoles de cada primer (forward-FAM: 5’ gct gtg aag gtt get gtt cct cat 3" e
reverse: 5’ tcc aga atc tgt tcc aga gecg tge 3'). As condicdes de ciclagem foram um ciclo
de 95°C (cinco min), 28 ciclos de 95°C (45 s), 60°C (30 s), 72°C (30 s), extensdo final a
72°C (10 min). Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese no
aparelho ABI 310 DNA Analyzer e analisados com o software GeneMapper (Applied
Biosystems,California, EUA). A razdo de inativacdo foi determinada utilizando-se os
valores dos picos de amplificacdo dos alelos digeridos e n&o digeridos:
(phd1/phul)/(phd1/phul)+(phd2/phu2), em que phdl = alelo menor apos digestdo,
phul = alelo menor ndo digerido, phd2 = alelo maior ap6s digestdo e phu2 = maior alelo
ndo digerido (Bittel et al., 2008).

e Incorporacéo de 5-BrdU

O padrdo de inativacdo do cromossomo X foi analisado em metafases de
linfocitos de sangue periférico, apds incorporacdo de 5-bromodesoxiuridina (5-BrdU,
Sigma), seguida de coloracdo com acridina laranja. O tratamento com 5-BrdU, na
concentracdo final de 200 pg/mL, foi realizado nas sete horas finais de cultivo dos
linfocitos. Apds serem mantidas em estufa a 37°C, por sete a quinze dias, as laminas
com o material foram submetidas a banhos de etanol (90%, 70% e 50%), lavadas com
agua destilada e secas ao ar. Em seguida foram cobertas por um filme de acridina
laranja (0,5 mg/mL em tampédo fosfato) por 20 min. Apo6s serem lavadas com agua
destilada e secas ao ar, as laminas foram montadas em tampao fosfato, pH 6,8. A analise
foi realizada em microscopio de fluorescéncia Axiophot 2 (Carl Zeiss). Os
cromossomos X normal e translocado foram identificados com base em sua morfologia
e padrdo de bandas R. Para a documentacdo, as imagens foram capturadas por camera

CCD e processadas utilizando-se o software ISIS (MetaSystem, Alemanha).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Translocacdes cromossémicas que provavelmente afetam a expressao do gene
SOX9

IV.1.1 Translocacéo t(7;17)(p13;924)

e Aspectos Clinicos

A paciente foi encaminhada ao Servico de Aconselhamento Genético do LGH-
IB-USP, aos 12 anos de idade, por apresentar baixa estatura (136,5 cm; 3° percentil),
atraso na idade Ossea e anormalidades esqueléticas que incluiam escoliose
toracolombar, 11 pares de vertebras toracicas, deformidades do térax e da cintura
escapular consequentes a hipoplasia dos arcos costais superiores (principalmente dos
primeiros quatro pares). O desenvolvimento intelectual era normal para a idade. Seus
pais eram clinicamente normais. Nasceu a termo, apds cesariana, devido a apresentacao
pélvica. Nos primeiros seis anos de vida, teve bronquites recorrentes.

A andlise cromossdmica, apds bandamento G, revelou uma translocagdo
reciproca aparentemente equilibrada entre o braco curto do cromossomo 7 e o braco
longo do cromossomo 17 - t(7;17)(p13;q24) (Figura 4). O exame cromossdémico de seus

pais revelou cariotipos normais.
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FIGURA 4. t(7;17)(p13;924): Ideograma (ISCN 2009; cariétipo com 550 bandas G) dos
cromossomos 7, 17 e dos derivativos der(7) e der(17). As setas indicam os pontos de quebra mapeados
apos bandamento G.
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e Mapeamento dos pontos de quebra da t(7;17) por FISH

Realizamos a hibridagéo in situ fluorescente de clones de BAC mapeados nas
regides dos pontos de quebra determinados pela anélise apos bandamento G (Tabelas 2
e 3). O ponto de quebra do cromossomo 7 foi mapeado entre os clones RP11-256F18
(chr7:42,933,463-43,097,151, Human GRCh36 Assembly, hgl8) e RP5-1032B10
(chr7:43,150,215-43,272,694), um segmento de 53 kb (chr7:43,097,151-43,150,215)
(Figura 5). No cromossomo 17 o ponto de quebra foi localizado no clone RP11-261A13
(chrl7:66,711,133-66,856,750), com sinais de hibridagdo nos cromossomos der(17) e
der(7), neste ligeiramente maior (Figura 6A). O clone RP11-1087C16
(chrl7:66,654,574-66,827,652), que se sobrepbe quase totalmente ao RP11-261A13,
também contétm o ponto de quebra (Figura 6A). O clone RP11-433D1
(chrl7:66,773,681-66,947,354), que se sobrepbe mais distalmente ao clone RP11-
1087C16, mostrou sinal de hibridacdo apenas no cromossomo der(7) (Figura 6A). Esses
resultados permitiram delimitar o ponto de quebra no cromossomo 17 em um segmento
de 62 kb (chrl7: 66,711,133-66,773,681, hg18) (Figura 6B).

¢ Investigacao de perdas e ganhos de segmentos submicroscopicos por a-CGH
A andlise por a-CGH, usando a plataforma 105A (Agilent), ndo detectou

desequilibrios submicroscépicos associados ou ndo aos pontos de quebra.

e Genes mapeados nos segmentos dos pontos de quebra

No cromossomo 7, o gene HECW1 (HECT, C2 and WW domain containing E3
ubiquitin protein ligase 1) estd no segmento delimitado para a quebra e pode ter sido
interrompido. O gene codifica uma ligase de ubiquitina E3 que é detectada principalmente em
tecidos neurais. Miyazaki et al. (2004) mostraram que a proteina HECW1 liga-se a proteina
mutante SOD1, que é responsavel pela morte de neurbnios motores caracteristica da esclerose
lateral amiotréfica (ALS; MIM 105400). Os autores sugerem que a proteina atue no controle da
qualidade das proteinas celulares por meio da eliminagdo de proteinas com dobramento

alterado. Nenhum gene esta mapeado no segmento do ponto de quebra do cromossomo 17.
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Tabela 2: Clones utilizados no mapeamento do ponto de quebra do cromossomo 7.

Clone

Posicao (hg 18; Build 36)

Sinal de hibridacao

RP5-1178G13
RP11-100C21
RP11-256F18
RP5-1032B10
RP11-36H20

RP11-111G20

chr7:40,440,824-40,626,764
chr7:42,647,635-42810331
chr7:42,933,463-43,097,151
ch7:43,150,215-43,272,694
chr7: 43,453,095-43,594,872
chr7:45,249,962-45,415,314

der(17)
der(17)
der(17)
der(7)
der(7)
der(7)

Tabela 3:

Clones utilizados no mapeamento do ponto de quebra do cromossomo 17.

Clone

Posicao (hg 18; Build 36)

Sinal de hibridacao

RP11-74H8
RP11-283E7
RP11-238F2
RP11-1003J3
RP11-42005
RP11-1087C16
RP11-261A13
RP11-433D11
RP11-103M22
RP11-475k15
RP11-203M16
RP11-134J16
RP11-166M16
RP11-171G2

chrl7: 62,106,611-62,246,769
chrl7:64,303,771-64,454,324
chrl7: 66,270,805-66,332,110
chrl7: 66,328,112-66,530,874
chrl7: 66,528,875-66,592,885
chrl7:66,654,574-66,827,652
chrl7: 66,711,133-66,856,750
chrl7:66,773,681-66,947,354
chrl7: 66,856,751-67,000,180
chrl7:66,867,169-67,056,520
chrl7: 67,004,133-67,092,253
chrl7:67,043,280-67,209,694
chrl7: 67,169,003-67,327,047
chrl7: 68,199,364-68,366,895

der(17)
der(17)
der(17)
der(17)
der(17)

der(7);der(17)
der(7);der(17)

der(7)
der(7)
der(7)
der(7)
der(7)
der(7)
der(7)
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FIGURA 5. t(7;17)(p13;924) - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 7: (A)
Hibridacdo in situ fluorescente dos clones do cromossomo 7 RP11-256F18 e RP5-1032B10. Os sinais de
hibridacéo foram visualizados, respectivamente, no cromossomo der(17) e no cromossomo der(7). Assim,
0 ponto de quebra situa-se no segmento de 53 kb delimitado por esses clones. (B) Mapa mostrando a
localizacdo do segmento que contém o ponto de quebra no cromossomo 7, delimitado pelo retangulo de
linhas interrompidas; estdo indicados o gene HECW1 mapeado nesse segmento e os clones que
delimitaram o ponto de quebra; em verde, o clone distal com sinal de hibridagdo no cromossomo der(17)
e em azul, o clone proximal, com sinal de hibridagdo no cromossomo der (7). Adaptado de UCSC, hg 18.
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FIGURA 6 t(7;17)(p.13;924) - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 17: (A)
Hibridacdo in situ fluorescente dos clones do cromossomo 17, RP11-261A13, RP11-1087C16, RP11-
433D11. Os sinais de hibridacdo dos clones RP11-261A13 e RP11-1087C16 foram visualizados no
cromossomo der(17) e no cromossomo der(7), indicando que o ponto de quebra esta contido em
sequéncia comum aos dois clones. O sinal de hibridacdo do clone RP11- 433D11 foi visualizado apenas
no cromossomo der(7). (B) Mapa mostrando a localizacdo do segmento que contém o ponto de quebra no
cromossomo 17, delimitado pelo retdngulo de linhas interrompidas; em vermelho, clones com sinais de
hibridagdo nos cromossomos der(7) e der(17) e em azul, clone com sinal de hibridagdo no cromossomo
der(7). O ponto de quebra situa-se no segmento de 62 kb que se sobrepbe nos clones RP11 261A13 e
RP11-1087C16, delimitado pela porcdo do clone RP11-1087C16 que ndo se sobrepde ao clone RP11
261A13 e pelo clone RP11- 433D1. Adaptada de UCSC, hg 18.
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IV.1.2 Translocacéo t(17;20)(q24.3;911.2)

e Aspectos Clinicos

Crianca do sexo masculino, nascida a termo de pais clinicamente normais. Ao
nascimento, 0 menino apresentou taquipnéia e tiragem subdiafragmética moderada, com
dependéncia de oxigénio. Apresentava fendas em palato duro e mole, Gvula bifida e
retrognatia discreta. A suspeita diagnostica foi de sequéncia de Pierre Robin.
Tomografia computadorizada de térax revelou apenas imagem de condensacdo em base
direita. Nasofibroscopia revelou desvio de septo, sem queda de lingua ou espasmos
laringeos. A polissonografia registrou apneias obstrutivas centrais e de pequena
duracdo. Recebeu alta hospitalar com um més de idade, sendo readmitido um més
depois com quadro de desconforto respiratério, palidez cutanea e queda do estado geral.
Suspeitou-se de bronquiolite ou pneumonia aspirativa. Evoluiu com apneia e parada
cardiorrespiratoria, seguida de reversdo do quadro, apdés massagem cardiaca,
aparentemente sem sequelas neuroldgicas. O exame fisico, além da fissura palatina,
revelou deformidade da caixa toracica, incluindo pectus carinatum, hemivértebras e
escoliose progressiva, com limitacdo da expansdo do térax. Aos quatro meses e meio,
pesava 6.600 g (<3° percentil) e media 59 cm (<3° percentil). Nessa ocasido, o Hospital
Universitario da Universidade de Sdo Paulo, onde a crianga era acompanhada, nos
enviou sangue, com a solicitacdo de exame do cari6tipo. Os pais nos informaram que,
aos nove meses de idade, a crianga continuava apresentando quadro de insuficiéncia
respiratoria. N&o sentava, mas tinha bom contato com o ambiente.

A andlise cromossdmica, ap6s bandamento G, revelou uma translocagédo
reciproca aparentemente equilibrada entre o brago longo do cromossomo 17 e o braco
longo do cromossomo 20, t(17;20)(g24.3;q11.2) (Figura 7). O exame cromossdmico de

seus pais revelou cariétipos normais.

17 der (17) 20 der (20)

FIGURA 7. 1(17;20)(q24.3;911.2): Ideograma (ISCN, 2009; cari6tipo com 550 bandas G) dos
cromossomos 17, 20 e dos derivativos der(17) e der(20). As setas indicam os pontos de quebra mapeados
apos bandamento G.
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e Mapeamento dos pontos de quebra da t(17;20) por FISH

Realizamos a hibridagéo in situ fluorescente de clones de BAC mapeados nas
regides dos pontos de quebra determinados pela anélise ap6s bandamento G (Tabelas 4
e 5). No cromossomo 17, o ponto de quebra foi localizado no clone RP11-203M16
(chrl7: 67,004,133-67,092,253, Human GRCh36 Assembly, hgl8), com sinais de
hibridacdo nos cromossomos der(17) e der(20); o clone produziu um sinal de hibridacao
cruzada nos bragos curtos dos cromossomos 20 e der(20) (Figura 8A). O clone RP11-
474K15 (chrl7:66,867,169-67,056,520), que se sobrepbe parcialmente ao clone RP11-
203M16, também contém o ponto de quebra com sinal mais intenso no cromossomo
der(17), indicando que esse cromossomo contém a maior parte da sequéncia do clone
(Figura 8A). O clone RP11-134J16 (chrl7:67,043,280-67,209,694) que se sobrepde
distalmente ao clone RP11-203M16, mostrou sinal de hibridagdo no cromossomo
der(20), mas n&o no der(17); um segundo sinal de hibridagdo cruzada foi detectada nos
bracos curtos dos cromossomos 20 e der(20) (Figura 8A). Esses resultados permitiram
delimitar o ponto de quebra no cromossomo 17 em um segmento de 39 kb (chrl7:
67,004,133-67,043,280) (Figura 8B).

O ponto de quebra do cromossomo 20 foi mapeado no clone RP11-234K24
(chr20:34,193,483-34,346,674), um segmento de 176 kb. O sinal mais intenso no
cromossomo der(20) indica que esse cromossomo contém a maior parte da sequéncia do
clone (Figura 9A). A hibridacdo dos clones RP11-10K23 (chr20:34,042,596-
34,228,427) e RP11-369K4 (chr20:34,112,567-34,295,940), que se sobrepdem ao clone
RP11-234K24 em sua regido proximal, produziu sinais no cromossomo der(20), mas
ndo no cromossomo der(17) (Figura 9A). Assim, o ponto de quebra no cromossomo 20
localiza-se em um segmento de 50 Kb (chr20:34,295,940-34,346,674) contido no clone
RP11-234K24 (Figura 9B).

¢ Investigacao de perdas e ganhos de segmentos submicroscopicos por a-CGH
A analise por a-CGH, usando a plataforma 105A (Agilent), ndo detectou

desequilibrios submicroscépicos associados ou ndo ao ponto de quebra.

e Genes mapeados no segmento dos pontos de quebra
No cromossomo 20, o C20orf4 (chromosome 20 open reading frame 4), sem funcdo
conhecida, estd mapeado no segmento de 50 kb delimitado para o ponto de quebra. Nenhum

gene esté localizado no segmento de 39 kb do ponto de quebra do cromossomo 17.
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Tabela 4: Clones utilizados no mapeamento do ponto de quebra do cromossomo 17.

Clone

Posicao (hg 18; Build 36)

Sinal de hibridacao

RP11-74H8
RP11-283E7
RP11-238F2
RP11-1003J3
RP11-42005
RP11-1087C16
RP11-261A13
RP11-433D11
RP11-103M22
RP11-475k15
RP11-203M16
RP11-134J16
RP11-166M16
RP11-171G2

chrl7: 62,106,611-62,246,769
chrl7:64,303,771-64,454,324
chrl7: 66,270,805-66,332,110
chrl?: 66,328,112-66,530,874
chrl7: 66,528,875-66,592,885
chrl7:66,654,574-66,827,652
chrl7: 66,711,133-66,856,750
chrl7:66,773,681-66,947,354
chrl7: 66,856,751-67,000,180
chrl7:66,867,169-67,056,520
chrl7: 67,004,133-67,092,253
chrl7:67,043,280-67,209,694
chrl7: 67,169,003-67,327,047
chrl7: 68,199,364-68,366,895

der(17)
der(17)
der(17)
der(17)
der(17)
der(17)
der(17)
der(17)
der(17)
der(17);der(20)
der(17);der(20)
der(20)
der(20)
der(20)

Tabela 5: Clones utilizados no mapeamento do ponto de quebra do cromossomo 20.

Clone

Posicao (hg 18;Build 36)

Sinal de hibridacdo

RP11-410N8
RP11-353C18
RP11-10K23
RP11-369K4
RP11-234K24
RP3-469A13

chr20:30,605,464-30,669,072
chr20:33,649,510-33,824,849
chr20:34,042,596-34,228,427
chr20:34,112,567-34,295,940
chr20:34,193,483-34,346,674
chr20:34,885,946-34,886,508

der(20)
der(20)
der(20)
der(20)
der(17);der(20)
der(17)
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FIGURA 8. 1(17;20)(g24.3;911.2 - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 17: (A)
Hibridacdo in situ fluorescente dos clones do cromossomo 17, RP11-203M16 , RP11-474K15 e RP11-
134J16. Os sinais de hibridacdo dos clones RP11-203M16 e RP11-474K15 foram visualizados nos
cromossomos der(20) e der(17), indicando que o ponto de quebra esta contido na sequéncia comum aos
dois clones. O sinal de hibrida¢do do clone RP11- 134J16 foi visualizado no cromossomo der(20). (B)
Mapa mostrando a localizagdo do segmento que contém o ponto de quebra no cromossomo 17, delimitado
pelo retangulo de linhas interrompidas; em vermelho, clones com sinais de hibridagdo nos cromossomos
der(17) e der(20) e em azul, clone com sinal de hibridacdo no cromossomo der(20), mas nao no der(17).
O ponto de quebra situa-se no segmento de 39 kb que se sobrepde nos clones RP11-203M16 e RP11-
474K15, delimitado pela porcéo do clone RP11-474K15 que ndo se sobrepbe ao clone RP11-203M16 e
pelo clone RP11-134J16. Adaptada de UCSC, hg 18.
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FIGURA 9. t(17;20)(g24.3;911.2) - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 20:
(A) Hibridagdo in situ fluorescente dos clones do cromossomo 20: RP11-234K24, RP11 10K23 (sinal
vermelho) e RP11 369K4 (sinal verde). Os sinais de hibridacdo do clone RP11-234K24 foram
visualizados nos cromossomos der(17) e der(20), indicando que o clone contém o ponto de quebra. Os
clones RP11-10K23 e RP11-369K4, que se superpdem ao clone RP11-234K24 hibridaram com o
der(20), mas ndo com o der(17). (B) Mapa mostrando a localizacdo do segmento que contém o ponto de
quebra no cromossomo 20, delimitado pelo retangulo de linhas interrompidas; em vermelho, clone com
sinais de hibridacdo nos cromossomos der(20) e der(17) e em verde, clone com sinal de hibridacdo no
cromossomo der(20), mas ndo no der(17). O ponto de quebra localiza-se no segmento de 50 kb do clone
RP11-234K24, que ndo se surpepde aos outros clones. Adaptado de UCSC, hg 18.
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IV.1.3 As translocacdes t(17;20)(g24.3;911.2) e t(7;17)(p13;924.3) e 0 gene
SOX9

As duas translocagbes tém em comum a regido do ponto de quebra no
cromossomo 17. Em ambas, os segmentos delimitados para os pontos de quebra nos
outros cromossomos contém genes de funcdo desconhecida ou cuja func¢éo ndo pode ser
relacionada diretamente com os quadros clinicos. Clinicamente, os dois pacientes
apresentam, em comum, alteracdes esqueléticas toracicas. A associacao entre rearranjos
cromossémicos com quebras em 17g24.3 e quadros clinicos de sequéncia de Pierre
Robin (PRS; MIM 261800), displasia campomélica (CD; MIM 114290) e displasia
campomelica acampomélica (ACD; MIM 114290), com diferentes graus de gravidade,
estd registrada na literatura. Esses rearranjos alterariam a regulacdo do gene SOX9
(chrl7:67,628,756-67,634,155), na proximidade dos pontos de quebra (Gordon et al.,
2009).

e O gene SOX9 no desenvolvimento

As proteinas SOX constituem um grupo de fatores de transcricdo caracterizados
pela presenca de um dominio de ligacdo ao DNA, denominado high mobility group box
(HMG box). Membros da familia atuam no desenvolvimento embrionério e alguns,
como SRY, SOX2, SOX10 e SOX9, ja foram associados a quadros clinicos. O gene
SOX9, mapeado em 17g24.3, codifica uma proteina com 509 aminoacidos. Além do
dominio HMG box, o SOX9 apresenta um dominio de transativacdo na extremidade C-
terminal, que indica seu papel como ativador de transcricdo (Sudbeck et al., 1996).
Anélises da expressdo do Sox9 em camundongos revelaram que esse gene atua em
sucessivos estagios da diferenciacdo da cartilagem, tanto no inicio da condensacgédo
mesenquimal, quanto posteriormente, durante a expressdo de genes da matriz da
cartilagem (Akiyama et al., 2002; Barna et al., 2007). Durante a condrogénese, ja foi
demonstrado que genes codificadores de colageno, como col2al e col1la22 s&o alvos
da acdo de sox9 (Bell et al., 1997; Lefebvre et al., 1997). Além de seu papel na
condrogénese, 0 SOX9 é necessario para a diferenciacdo celular em coragéo, sistema
nervoso central, notocorda, pancreas, orelha interna e testiculos (Gordon et al., 2009). O
papel do SOX9 na determinacédo sexual é reforcado pela expressdo diferencial do gene
no desenvolvimento masculino e feminino (Kent et al., 1996; Morais da Silva et al.,
1996). Além disso, 0 SOX9 atua durante o desenvolvimento da crista neural, que origina

os elementos esqueléticos da face (Spokony et al., 2002; Sakai et al., 2006). Essa
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diversidade de tecidos e etapas do desenvolvimento sugere um complexo mecanismo de
regulagdo do SOX9 (Gordon et al., 2009).

Mutacdes na regido codificadora do SOX9 causam displasia campomélica (CD),
uma doenca rara e frequentemente letal, caracterizada por alteracdes esqueléticas, entre
as quais se destacam o encurvamento e a diminui¢cdo do comprimento de 0ssos longos,
hipoplasia das escapulas, anomalias dos ossos da pelve, mineralizagdo deficiente dos
pediculos torécicos, asas iliacas estreitas, presenca de 11 pares de costelas e primeiros
metacarpos curtos (Pop et al., 2004). Micrognatia, retroglossia, palato fendido, pulmoes
hipoplasicos e torax em sino estdo frequentemente presentes e sdo as principais causas
dos graves problemas respiratdrios que se manifestam logo ap6s o nascimento (Mansour
et al., 1995), levando ao ébito cerca de 95% dos afetados, ainda no periodo neonatal.
Cerca de 2/3 dos afetados, com cariotipo 46,XY, apresentam reversdo sexual (Mansour

et al., 1995), confirmando a acdo do gene SOX9 na diferenciacdo dos testiculos.

e O gene SOX9 e rearranjos cromossdmicos

Apesar de a maioria dos pacientes com CD apresentar mutacdo na regido
codificadora do SOX9, existem relatos de afetados que ndo possuem essas mutagoes,
mas sdo portadores de rearranjos equilibrados cujos pontos de quebra localizam-se
upstream ao SOX9 (Figura 10). Leipoldt et al. (2007) classificaram os pontos de quebra
desses rearranjos em clusters proximais e distais, localizados, respectivamente, a 50 -
375 kb e 789 - 932 kb upstream ao gene SOX9. O estudo desses rearranjos
cromossémicos evidenciou certa relacdo entre a localizacdo dos pontos de quebra e a
gravidade do quadro clinico. A curvatura anormal dos 0ssos longos, caracteristica
principal da CD, esta ausente nos portadores de rearranjos cujos pontos de quebra
localizam-se no cluster distal (Gordon et al., 2009). Nesses casos a doenc¢a € chamada
de displasia campomélica acampomeélica (ACD) e a maioria dos afetados ndo apresenta
complicacdes graves em decorréncia das alteracdes esqueléticas.

Foram também descritos pacientes com manifestacdes tipicas de ACD,
portadores de microdelecGes na regido upstream ao SOX9, detectadas por a-CGH (Pop
et al., 2004; Lecointre et al., 2009; Jakubiczka et al., 2010). Apesar do cariétipo 46,XY,
esses pacientes também apresentavam reversdo sexual, com auséncia de testiculos e

desenvolvimento de genitalia externa feminina.
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FIGURA 10. Esquema da regido gendmica de 2 Mb upstream ao SOX9: Os retdngulos em
cor cinza representam os clusters proximal, distal e de PRS (sequéncia de Pierre Robin). Os clusters
proximal e distal foram delimitados de acordo com a classificacdo proposta por Leipoldt et al. (2007). O
cluster de PRS foi delimitado de acordo com os rearranjos descritos por Benko et al. (2009). Os
elementos E1 (Bagheri-Fam et al., 2006), E2 (Sekido e Lovell-Badge, 2008), E3 (Bagheri-Fam et al.,
2006) e E4 (Benko et al., 2009) representam enhancers ja caracterizados. Os retangulos pretos indicam
microdele¢des identificadas em pacientes com PRS, em caso isolado (SP4) e em caso familial (F1)
(Benko et al., 2009); F representa uma mutacdo de ponto detectada em paciente com PRS. (Adaptada de
Gordon et al., 2009).

A importancia do SOX9 no processo de diferencial sexual é evidenciada por
duplicacdes na regido upstream ao gene. Cox et al. (2011) descreveram uma familia
portadora de uma duplicacdo de 178 kb localizada a aproximadamente 600 kb upstream
ao SOX9. Trés homens adultos com cari6tipo 46,XX eram portadores da duplicag&o.
Eles possuiam testiculos e desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e
comportamentais compativel com o de homens normais, mas eram azoospérmicos.
Anteriormente uma duplicacédo localizada upstream ao SOX9 ja havia sido detectada em
um individuo XX com presenca de testiculo (Huang et al., 1999). Portanto, apesar de o
SRY ser necessario para a ativacdo do SOX9 e o desenvolvimento sexual masculino,
niveis elevados de SOX9 parecem ser suficientes para induzir a diferenciacdo de
testiculos.

Mais recentemente pontos de quebra localizados a mais de 1 Mb upstream ao
SOX9 foram detectados em afetados pela sequéncia de Pierre Robin (PRS), que afeta os
0ss0s craniofaciais e cujas principais manifestacdes clinicas incluem fissura de palato,
glossoptose e micrognatia. A PRS pode estar presente em algumas sindromes
Mendelianas, incluindo a CD e a ACD. Benko et al. (2009) estabeleceram o “cluster de
PRS” na regido reguladora do SOX9, a partir da analise de translocac6es equilibradas
cujos pontos de quebra estavam localizados entre 1,03 e 1,23 Mb upstream ao SOX9
(Figura 10; Tabela 6). Além disso, foram descritas dele¢des, upstream ao gene. Diante
desse cenario, Gordon et al. (2009) sugeriram o uso do termo SOX9 Spectrum Disorders
(SSD), que se aplicaria ao conjunto de doencas resultantes de alteracbes no SOX9. Um
resumo das translocagdes ou dele¢bes com pontos de quebra upstream ao SOX9, em

pacientes com diagndstico de ACD ou PRS, esta na Tabela 6.
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Tabela 6: Translocacdes ou delecBes com pontos de quebra upstream ao gene SOX9, listadas em
ordem crescente da disténcia do ponto de quebra em 17q até o gene SOX9, e o fenétipo dos
portadores.

Alteracdo no cromossomo 17 Posi¢io 5° em Fendtipo Sexo Referéncia
relacdo ao SOX9
t(12;17)(921.32;924.3-925.1) 74-88 kb ACD* M* Ninomiyaet al.
Obito (11 meses) (1996)
t(13;17)(922;925.1) 134-142 kb ACD M* Wirth et al.
(1996)
Delegdo (1,5 Mb) 380-1.869 kb ACD M* Pop et al.
(2004)
Delecéo (960 kb) 517-1.477 kb ACD M* Lecointre et al.
(2009)
Delegdo 4,2 Mb 500 kb ACD M* Jakubiczka et
al. (2010)
46,XY,t(17;20)(924.3;q11.2) 624-585 kb ACD* H Este estudo
46,XX,1(12;17)(q14.3;924.3) 776-811 kb hipoplasia H* Refai et al.
mandibular e (2010).
malar
46,X,1(Y;17)(q11.2;924.3) 789 kb ACD* M* Leipoldt et al.
(2007)
46,XX,t(7;17)(p.13;924) 917-855 kb ACD M Este estudo
t(4;17)(g28.3;924.3) familial 900 kb ACD MeH Velagaleti et al.
(2005)
t(13;17)(922.1;922.3) familial 932 kb ACD MeH Hill-Harfe et al.
(2005)
t(17;22)(g25.1;p11.2) 890-950 kb ~ ACD™ M Pfeifer et al.
Obito (6 anos) (1999)
Delecéo (75 kb) 1,38 Mb PRS ? Benko et al.
(2009)
Delegéo (320 kb) 1,58 Mb PRS ? Benko et al.
(2009)
t(5;17)(g15;924) familial 1,03 Mb PRS MeH Benko et al.
(2009)
t(2;17)(g32;924) familial 1,16 Mb PRS MeH Benko et al.
(2009)
t(2;17)(q24.1;924.3) familial 1,23 Mb PRS MeH Benko et al.
(2009)

ACD = Displasia campomélica acampomélica; ACD* = Pacientes com graves complicagdes respiratorias;
PRS = Sequéncia de Pierre Robin
H = Homem XY; H* = Homem XX ; M = Mulher XX; M* = Mulher XY (reversio sexual)
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o Identificacdo de elementos reguladores do SOX9

A identificacdo de elementos reguladores no genoma humano € facilitada pela
comparacdo entre sequéncias nao codificadoras presentes no genoma de vertebrados
distantes como pufferfish e aves (Dermitzakis et al., 2005). Essa estratégia é baseada no
fato de a conservacdo de uma sequéncia ao longo da evolucdo ser um indicador de
funcdo bioldgica. A grande concentracdo de elementos nao codificadores conservados
(conserved non-coding elements, CNE), proximos a genes reguladores de
desenvolvimento, sugere que essas sequéncias sejam importantes para o controle da
expressao génica durante o desenvolvimento (Woolfe et al., 2005).

A diversidade de tecidos e etapas do desenvolvimento em que o SOX9 atua
sugere a necessidade de um complexo mecanismo para o controle de sua expressdo
(Gordon et al., 2009). A identificacdo de sequéncias conservadas na regido proxima ao
SOX9 e o estudo desses elementos em camundongos transgénicos tém contribuido para
a identificacdo de elementos que atuam como enhancers. Os dados sugerem que ha
grande concentracdo desses elementos na regido 375 kb upstream ao SOX9. Wunderle
et al. (1998) geraram camundongos transgénicos quanto ao SOX9/LacZ, contendo
extensbes variaveis de sequéncias de DNA upstream ao SOX9. A expressdo do
transgene contendo 375 kb de DNA upstream ao SOX9 recapitulou o padrédo de
expressao do sox9 enddgeno, enquanto que o transgene com 75 kb de DNA upstream ao
SOX9 apresentou diminuicdo acentuada da expressdo em relacdo ao sox9 endogeno,
principalmente em tecidos em que ocorre condrogénese. Bagheri-Fam et al. (2006)
mostraram que Varias sequéncias, entre 290 kb upstream e 95 kb downstream ao SOX9,
eram capazes individualmente de induzir a expressdo do gene reporter em locais
especificos do embrido. Um desses elementos E1 (Figura 10) atua especificamente na
notocorda, garganta, epitélio branquial e péancreas. O elemento E3 (Figura 10), um
enhancer mapeado a 251 kb upstream ao SOX9, induziu a expressao do gene repdrter em
crista neural, arcos branquiais mesenquimais derivados da crista neural e vesicula 6tica,
enquanto a adicdo de dois elementos upstream aumentou o nivel de expressdo nesses
tecidos. Esses dados sugerem que além de enhancers tecido-especificos, existiriam
enhancers “globais”, que elevariam a expressdo do gene em tecidos nos quais o0 SOX9 €
expresso (Gordon et al., 2009). Recentemente dois elementos reguladores (E4; Figura
10) capazes individualmente de induzir a expressdo do gene repdrter na mandibula de
embrides de camundongos, foram identificados a mais de 1,1 Mb upstream ao SOX9
(Benko et al., 2009). Uma mutacdo de ponto foi identificada no elemento regulador
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mais proximal, em um caso isolado de PRS (F; Figura 10). A importancia do SOX9 no
desenvolvimento sexual é corroborada pela identificagdo de um enhancer especifico de
testiculo a menos de 15 kb upstream ao SOX9 (Sekido e Lovell-Badge, 2008).

e O espectro fenotipico PRS-ACD-CD e sua relacdo com a regido reguladora
do gene SOX9

A identificacdo dos trés clusters (proximal, distal e PRS) upstream ao SOX9
baseou-se nos fendtipos de pacientes portadores de rearranjos equilibrados. Rearranjos
com pontos de quebra acima de 1,03 Mb do SOX9 foram detectados em casos isolados
de PRS (Tabela 6; Figura 10). Translocacdes equilibradas com pontos de quebra entre
932 e 789 kb upstream ao SOX9 foram identificadas em afetados pela displasia
campomeélica acampomélica (Tabela 6; Figura 11) e aquelas translocacdes com pontos
de quebra entre 375 e 50 kb estavam associadas principalmente a displasia campomélica
(Figura 11). O espectro fenotipico dos portadores de rearranjos equilibrados com pontos
de quebra proximos ao SOX9 fornece, portanto, informacdo importante para o
entendimento da regido reguladora do gene.

Nossa analise, por hibridacdo in situ, das translocacdes t(7;17)(p.13;q24) e
t(17;20)(g24.3;911.2) situou os pontos de quebra no cromossomo 17, respectivamente, a
917-855 kb e 624-585 kb upstream ao SOX9. Ambos 0s pacientes apresentam alteragoes
faciais ou esqueléticas que permitem o diagnostico de displasia campomélica
acampomélica. Anteriormente, o cluster distal dos pontos de quebra de rearranjos
equilibrados, associados a ACD, estava mapeado entre 932-789 kb upstream ao SOX9.
Nosso paciente portador da translocagdo t(17;20) permite redefinir o limite do cluster

distal, mas proximal ao gene SOX9, em 585 kb upstream a esse gene (Figura 11).
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FIGURA 11. Localizacdo, em relacdo ao gene SOX9, dos pontos de quebra de rearranjos
aparentemente equilibrados e dele¢cdes em pacientes com displasia campomélica e acampomélica: A
linha horizontal representa a regido 1,1 Mb upstream ao SOX9, dividida em espacos de 100 kb; elementos
ndo codificadores, conservados entre vertebrados, estdo indicados por pequenos circulos. Os pontos de
quebra dos rearranjos equilibrados agrupam-se em clusters, distal (932-585 kb) e proximal (375-50 kb),
de acordo com sua distancia ao SOX9; as setas verticais indicam os pontos de quebra de translocagdes e
inversdes em pacientes com displasia campomélica acampomélica (A) ou com displasia campomélica,
com encurvamento de o0ssos longos, grave (C) ou leve (M). Mulheres XX e mulheres XY sdo
representadas, respectivamente, por circulos vazios e pretos. Homens XY e homens XX sdo
representados, respectivamente, por quadrados vazios e pretos; os quadrados cinza indicam a presenca de
hipospédia. Casos familiais sdo representados pela letra F. As translocagdes t(7;17) e t((17;20) descritas
neste trabalho estdo indicadas. Um dos pacientes (H) com ponto de quebra no cluster distal apresentou
apenas hipoplasia mandibular e maxilar. As barras pretas horizontais representam as delecdes presentes
em homens XX com displasia campomélica acampomélica. Essas delecBes estendem-se além da regido
de 1 Mb upstream ao gene esquematizada na figura. (Adaptada de Leipoldt et al., 2007).

A maioria dos enhancers identificados proximos ao SOX9 localiza-se até 375 kb
upstream ao gene; 0s pacientes com quadros clinicos mais graves tém pontos de quebra
nessa regido (cluster proximal) (Figura 11). E razoavel supor que uma parte importante
da regido reguladora do SOX9 esteja localizada nessa regido proximal. Nessa regido,
que passamos a denominar de unidade de regulacdo proximal, estaria localizado o
conjunto basico de enhancers tecido-especificos do SOX9 (Figura 12). A interrupcéo da
comunicacdo do gene com essa unidade basica de regulacdo explicaria por que a grande
maioria dos pacientes com rearranjos no cluster proximal sédo portadores de CD ou
ACD com complicagbes graves. Além da curvatura dos 0ssos longos, 0s graves
problemas respiratérios que se manifestam logo ap0s o0 nascimento levam esses

pacientes ao 6bito ainda no periodo neonatal.
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FIGURA 12. Unidades reguladoras propostas para o segmento gendmico de 2 Mb
imediatamente upstream ao SOX9 e sua relacdo com os rearranjos equilibrados e as dele¢cdes com
pontos de quebra nessa regido: Na parte superior da figura estdo representadas as trés principais regides
reguladoras do SOX9: as unidades de regulacdo proximal (em verde), de ACD (em azul) e de PRS (em
vermelho). Os elementos E1, E2, E3 e E4 representam enhancers ja caracterizados por Bagheri-Fam et al.
(E1l e E3), Sekido e Lovell-Badge (E2) Benko et al. (E4). Abaixo, os retangulos em cor cinza representam
os clusters proximal, distal e de PRS. Os retangulos pretos indicam microdelecdes identificadas em
pacientes com PRS, em caso isolado (SP4) e em caso familial (F1) (Benko et al., 2009). As barras pretas
horizontais representam as delecbes em mulheres XY (circulos escuros) com displasia campomélica
acampomélica (A). As setas indicam a distancia em relagcdo ao SOX9. Na unidade de regulacdo proximal
(em verde) estaria localizado o conjunto basico de enhancers tecido-especificos do SOX9. Nas unidades
de regulacdo de PRS (em vermelho) e ACD (em azul) estariam localizados enhancers especificos,
respectivamente, das estruturas craniofacias e esqueléticas (escapula, costelas e vértebras). (Adaptada de
Gordon et al., 2009).

No entanto, em portadores de rearranjos equilibrados com pontos de quebra
acima de 585 kb, a unidade de regulacdo proximal permanece intacta. As manifestacdes
clinicas desses pacientes indicam que existem elementos reguladores acima de 375 kb
upstream ao SOX9. Baseados na distribuicdo dos pontos de quebra de rearranjos
equilibrados em casos isolados de PRS e casos de ACD (clusters distal e de PRS),
Gordon et al. (2009) propdem a existéncia de duas regides que concentram elementos
reguladores localizadas a mais de 932 kb upstream ao SOX9: uma unidade de regulagéo
de PRS (entre 1,23 Mb e 1,88 Mb upstream ao SOX9), que estaria situada entre o
cluster de PRS e a extremidade proximal da delegéo associada a um caso isolado de
PRS (Sp4; Figura 12), e a unidade de ACD (entre 932 kb e 1,03 Mb upstream ao
SOX9), que estaria situada entre o cluster de PRS e o cluster distal (Figura 12). Como

salientam Gordon et al. (2009), elementos reguladores tecido-especificos necessarios
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para o desenvolvimento correto das estruturas esqueléticas (escapula, costelas e
vértebras), tipicamente afetadas na ACD, mas ndo em PRS, estariam situados na
unidade de regulacdo ACD. Por sua vez, a unidade de regulacdo de PRS seria formada
de elementos reguladores tecido-especificos das estruturas craniofaciais. As duas
unidades de regulacdo funcionariam independentemente. Em rearranjos equilibrados
com pontos de quebra até 932 kb upstream ao SOX9, os elementos reguladores tecidos
especificos das unidades de PRS e ACD perderiam a comunicacdo em cis com o SOX9,
resultando em alteracfes de escapula, costelas e vértebras e de estruturas craniofaciais.
Ja os rearranjos equilibrados com pontos de quebra acima de 1,03 Mb afetariam
somente a unidade de PRS. Alternativamente, Gordon et al. (2009) prop6em que as
duas unidades de regulacdo seriam formadas por um ou mais elementos reguladores
“gerais” que elevariam os niveis de expressdo do gene nos tecidos capazes de responder
ao SOX9. De acordo com essa hipotese, a expressdo do gene durante o desenvolvimento
seria regulada por enhancers tecido-especificos localizados ao longo da regido
reguladora do SOX9 e por enhancers “globais”, localizados nas unidades de regulacdo
de PRS e ACD. Os enhancers “globais” elevariam a expressao do gene nos tecidos que
ja expressam o SOX9. Nos casos isolados de PRS, o afastamento ou delecdo dos
elementos reguladores “gerais” localizados na unidade de regulacdo de PRS,
diminuiriam os niveis de expressdo do gene em todos os tecidos que expressam o SOX9.
No entanto, somente as estruturas craniofaciais seriam afetadas, ja que seriam mais
sensiveis aos niveis de SOX9. De forma analoga, podemos admitir que nos rearranjos
associados ao fenotipo de ACD, o afastamento das regiGes reguladoras de PRS e ACD
diminuiria ainda mais os niveis de expressdo do gene, afetando outras estruturas como
escapula, costelas e vértebras.

Entretanto, além dos rearranjos equilibrados com pontos de quebra proximos ao
SOX9, as dele¢bes upstream ao gene também fornecem evidéncias a respeito da
estrutura de sua regido reguladora. Curiosamente, as manifestacdes clinicas em
pacientes portadores dessas delecGes upstream ao SOX9 [380-1.869 kb upstream ao
SOX9, Pop et al. (2004); 517-1.477 kb upstream ao SOX9, Lecointre et al. (2009); 500—
3.700 kb upstream ao SOX9, Jakubiczka et al. (2010); Tabela 6; Figuras 11 e 12] sdo
semelhantes aquelas de paciente portadores de translocacbes com pontos de quebra
mapeados no cluster distal (Tabela 6; Figura 11): t(13;17) (ponto de quebra 932 kb
upstream ao SOX9; Hill-Harfe et al., 2005), translocacéo t(4;17) (ponto de quebra 900

kb upstream ao SOX9; Velagaleti et al., 2005) e a translocagéo t(7;17) que descrevemos
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(ponto de quebra 917-855 kb upstream ao SOX9). Essas translocacGes e delecbes estdo
associadas a alteracdes esqueléticas que permitem o diagnostico de ACD, no entanto
ndo acompanhadas de complicagBes respiratorias no periodo neonatal ou outras
condicdes letais. Assim, a perda da regido localizada entre as unidades de regulacéo de
ACD e proximal (entre 932-375 kb upstream ao SOX9; Figura 12) ndo esta contribuindo
para uma maior gravidade do fendtipo em portadores de dele¢cbes. Uma de nossas
hipoteses é que elementos de regulacdo do SOX9 que afetem as estruturas esqueléticas
estejam localizados apenas nas unidades reguladoras proximal, de PRS e ACD. Como a
unidade de regulacdo proximal € mantida intacta, o fendtipo em portadores de delecGes
estaria associado a perda das unidades de regulacdo de ACD e PRS, assim como em
portadores de translocagdes equilibradas com pontos de quebra no cluster distal. No
entanto, os trés portadores de delecBes descritos tém caridtipo XY e reversdo sexual
(Tabela 6). O segmento deletado comum a esses pacientes, no qual ndo ocorram
rearranjos que ndo estejam associados a reversdo sexual, pode conter reguladores de
SOX9 que atuam no desenvolvimento dos testiculos (Figuras 11 e 12). Uma observacao
que apdia essa hipotese é a descricdo de trés homens de uma mesma familia que eram
portadores de uma duplicacdo de 178 kb localizada aproximadamente 600 kb upstream
ao SOX9 (Cox et al., 2011). Esses pacientes, todos com caridtipo XX, ndo apresentavam
alteracOes esqueléticas, mas tinham testiculos e seu desenvolvimento sexual secundario
e comportamento eram semelhantes aos de homens normais. O exame histol6gico
detectou células de Leydig e células de Sertoli, mas os tubulos seminiferos estavam
atrofiados e ndo havia espermatogénese. Conforme propdem 0s autores, esses pacientes
indicam que entre 600-778 kb upstream ao SOX9 estejam localizados enhancers
especificos de testiculos, cuja expressdo estaria exacerbada devido a sua duplicacdo. A
perda dessa regido em portadores de delecGes (Pop et al., 2004; Lecointre et al., 2009;
Jakubiczka et al., 2010) resultaria em auséncia de testiculos, apesar do cariétipo XY e
da presenca do gene SRY. No entanto, o portador da t(17;20) que descrevemos, tem
cromossomos sexuais XY e desenvolvimento masculino, e 0 ponto de quebra do
cromossomo 17 foi localizado entre 624-585 kb upstream ao SOX9. Assim, 0 segmento
do cromossomo 17 distal ao ponto de quebra da t(17;20) tem que conter os enhancers
postulados para o desenvolvimento testicular, para que continuem em cis com 0 SOX9
no cromossomo 17 rearranjado. Considerando o segmento 600-778 kb upstream ao
SOX9 como candidato a conter esses enhancers (Cox et al., 2011), o ponto de quebra

dessa translocacdo deve estar no segmento de aproximadamente 600-624 kb upstream
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ao SOX9. O mapeamento mais preciso desses pontos de quebra € necessario para que se
possa delimitar a suposta regido reguladora da atuagédo do SOX9 no desenvolvimento
testicular. E importante ressaltar que um enhancer especifico de testiculo (E2; Figura
10), denominado TES, foi isolado em camundongos (Sekido e Lovell-Badge, 2008). A
sequéncia ortéloga em humanos, hTES, localiza-se entre 10-15 kb upstream ao SOX9
(Knower et al., 2011) e, portanto, estaria mapeada na unidade de regulacdo proximal.
Nossos resultados indicam que, assim como elementos reguladores das estruturas
esqueléticas, elementos reguladores das gonadas estariam localizados na unidade de
regulacdo proximal e também em regides distais ao gene, nesse caso, a 600-778 kb
upstream ao SOX9.

Em resumo, a regido reguladora do SOX9 seria formada por trés unidades
basicas: a unidade de regulacdo proximal e as unidades de regulacdo de ACD e PRS
(Figura 12). O conjunto basico de enhancers tecido-especificos estaria situado na
unidade proximal localizada cerca de 375 kb upstream ao SOX9, coincidindo com o
cluster proximal. Nas unidades de PRS (entre 1,23 Mb e 1,88 Mb upstream ao SOX9) e
de ACD (entre 932 kb e 1,03 Mb upstream ao SOX9), propostas por Gordon et al.
(2009), estariam localizados enhancers tecido-especificos das estruturas esqueléticas ou
enhancers gerais que elevam o0s niveis de expressdo do gene nos tecidos que ja
expressam o SOX9 (Figura 12). Rearranjos com pontos de quebra no cluster proximal
separariam o SOX9 das trés unidades reguladoras, estando associados, na maioria dos
casos, a displasia campomélica. Em portadores de rearranjos equilibrados com pontos
de quebra entre 585 kb e 932 kb upstream ao SOX9 ou de delecbes que incluem esse
segmento, a unidade de regulacdo proximal permanece intacta, mas as unidades de
regulacdo de ACD e PRS sao separadas do SOX9 ou deletadas, resultando em fenétipo
menos grave, a displasia acampomélica campomélica. Translocacdes equilibradas com
ponto de quebra no cluster de PRS separariam o SOX9 apenas da unidade de regulacao
de PRS, afetando o desenvolvimento das estruturas faciais; a perda de segmentos na
unidade de PRS, upstream ao cluster de PRS, explicam os casos isolados de PRS,
apresentando delecOes de segmentos. Enhancers que influenciariam a atuagdo do SOX9
no desenvolvimento testicular estariam localizados na porcao distal do cluster distal de
pontos de quebra de translocagdes (préximo a 600 kb upstream ao SOX9). Outro
enhancer ja caracterizado (Sekido e Lovell-Badge, 2008) localiza-se na unidade de

regulacdo proximal.
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e Busca de elementos conservados n&o codificadores nas unidades de
regulacéo de PRS, ACD e de enhancers para o desenvolvimento testicular

A maioria dos enhancers ja isolados localizam-se até 375 upstream ao SOX9,
com excecao de dois enhancers a 1,1 Mb do gene (Benko et al., 2009). Baseando-se na
proposta de Gordon et al. (2009), que sugere a existéncia da unidade de regulacdo de
PRS e a unidade de regulacdo ACD, buscamos elementos conservados ndo
codificadores nessas duas regides para a identificacdo de possiveis elementos
reguladores do SOX9. Para essa analise utilizamos o programa ECR Browser, que
permite alinhar sequéncias de varias linhagens de vertebrados e a analise comparativa
do segmento alvo (Ovcharenko et al., 2004). A comparacdo foi feita entre 0 genoma
humano, de chimpanzé, macaco rhesus, cdo, bovino, camundongo, rato e galinha.
Foram consideradas sequéncias com mais de 75% de identidade, compostas de no
minimo 350 pares de bases (Benko et al., 2009). A anélise genbmica comparativa das
unidades de regulacdo PRS e ACD identificou varios elementos conservados. A Figura
13 mostra a comparacdo do segmento correspondente a regido entre 932 kb e 1,03 Mb
usptream ao SOX9 (chrl7:66,602,885-66,696,756), candidata a conter os elementos
necessarios para desenvolvimento correto das estruturas esqueléticas (escapula, costelas
e vértebras) tipicamente afetadas na ACD. Foi possivel identificar cinco sequéncias de
366 a 876 pares de bases, altamente conservadas durante a evolucdo, compartilhando
75-80% de identidade, presentes nas oito linhagens de vertebrados; sdo, portanto,
candidatas. A Figura 14 mostra a comparacdo do segmento correspondente a regido
entre 1,23 Mb e 1,9 Mb upstream ao SOX9 (chr17:65,730,750-66,400,448), candidata a
conter os elementos necessarios para desenvolvimento correto das estruturas
craniofaciais tipicamente afetadas em PRS. Esse segmento compreende a extremidade
distal do cluster de PRS e o ponto de quebra proximal da delecdo SP4 (Figura 12). Nela,
identificamos 10 elementos de 351 a 648 pares de base altamente conservados durante a
evolugdo, compartilhando 75-85% de identidade. O estudo desses CNE em animais

transgénicos pode revelar se atuam como enhancers.
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FIGURA 13. Analise genémica comparativa da unidade de ACD, upstream ao gene SOX9:
(A) Esquema das unidades reguladoras propostas para o segmento gendmico de 2 Mb, imediatamente
upstream ao SOX9. [os retdngulos indicam as regides reguladoras proximal (verde), de ACD (azul) e de
PRS (vermelho)]. (B) Sequéncias gendmicas, correspondentes ao segmento entre 932kb e 1,03 Mb
upstream ao SOX9, em galinha, rato, camundongo, bovino, cdo, macaco rhesus e chimpanzé comparadas
a sequéncia humana: foram identificadas cinco sequéncias altamente conservadas entre esses vertebrados
(setas azuis). Da esquerda para a direita, essas sequéncias contém, respectivamente, 493, 432, 366, 876 e
407 pares de bases e 81%, 75%, 77%, 78%, 78% e 75% de identidade. Em rosa, elementos conservados;
em azul, transposons e elementos repetitivos simples; em vermelho, regiGes intergénicas. O eixo
horizontal corresponde ao alinhamento da sequéncia referéncia. O eixo vertical, que varia de 50 a 100%,
corresponde ao nivel de identidade do nucleotideo nesse alinhamento. (Retirada do ECR browser).
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FIGURA 14. Anélise genémica comparativa da unidade de PRS upstream ao gene SOX9:
(A) Esquema das unidades reguladoras propostas para o segmento gendmico de 2 Mb, imediatamente
upstream ao SOX9. [os retangulos indicam as regides reguladoras proximal (verde), de ACD (azul) e de
PRS (vermelho)]. (B) Sequéncias genémicas, correspondentes ao segmento entre 1,23 Mb e 1,58 Mb
upstream ao SOX9, em galinha, rato, camundongo, bovino, cdo, macaco rhesus e chimpanzé comparadas
a sequéncia humana: foram identificadas 10 sequéncias altamente conservadas entre esses vertebrados
(setas azuis). Da esquerda para a direita, essas sequéncias contém, respectivamente, Da esquerda para a
direita, essas sequéncias contém, respectivamente, 648, 351, 463, 474, 486, 565, 544, 486, 565, 544, 389,
373, 512 pares de bases e 85%, 75%, 74%, 77%, 74%, 77%,78%, 76%, 75% e 77% de identidade. Em
rosa, elementos conservados; em azul, transposons e elementos repetitivos simples; em vermelho, regides
intergénicas. O eixo horizontal corresponde ao alinhamento da sequéncia referéncia. O eixo vertical, que
varia de 50 a 100%, corresponde ao nivel de identidade do nucleotideo nesse alinhamento. (Retirada do
ECR browse

Considerando a regido 600-778 kb upstream ao SOX9 como candidata a conter
enhancers para o desenvolvimento testicular (Cox et al., 2011), sugerimos acima que o0
segmento do cromossomo 17 da t(17;20) distal ao ponto de quebra, localizado entre
624-585 kb upstream ao SOX9, teria que conter esses enhancers para que continuassem
em cis com o SOX9, diante do desenvolvimento masculino normal apresentado pelo
paciente. Para identificacdo desses elementos reguladores, buscamos por elementos
conservados ndo codificadores na regido de 39 kb que contém o ponto de quebra do
cromossomo 17 da t(17,20) (chrl7:67,004,133-67,043,280). Utilizando os parametros
citados cima, identificamos um Unico segmento conservado de 580 pares de base e 78%
de identidade (chr17:67,019,107-67,019,689, hg 18) (Figura 15). Esse segmento contém
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uma sequéncia altamente conservada de 360 pares de base com 91% de identidade entre
0 genoma humano, de macaco rhesus, cdo, bovino, camundongo, rato, galinha. A
sequéncia de 360 pares esta conservada em todos os grupos de vertebrados estudados,
com excecdo do chimpanzé no qual, a sequéncia foi perdida. Esse elemento conservado
de 360 pares de base e identidade de 91% é um bom candidato para atuar como um
elemento regulador do desenvolvimento dos testiculos. A sequéncia correspondente
(chr17:67,019,272-67,019,632, hg 18) localiza-se a cerca de 609 kb upstream ao SOXO.
Para que esse elemento tivesse permanecido em cis ao SOX9 na t(17;20) o ponto de
quebra do cromossomo 17 deve ocorrer em um segmento de 15kb (ch17: 67,004,133-
67,019,272) localizado entre 624-609 kb upstream do SOXO.
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FIGURA 15. Analise gendmica comparativa do segmento que contém o ponto de quebra do
cromossomo 17 da translocacao t(17;20): (A) Mapa mostrando a localizagdo do segmento que contém o
ponto de quebra no cromossomo 17, delimitado pelo retdngulo de linhas interrompidas (Detalhes na
Figura 6). (B) Sequéncias gendmicas correspondentes ao segmento de 39 kb que contém o ponto de
quebra do cromossomo 17 em galinha, rato, camundongo, bovino, cdo, macaco rhesus e chimpanzé
comparadas a sequéncia humana: uma sequéncia de 360 pares de bases (seta azul) compartilha 91% de
identidade entre os vertebrados, tendo sido entretanto perdida no chimpanzé. Esse elemento conservado
pode atuar como um enhancer para 0 desenvolvimento testicular (ver detalhes no texto). Nesse caso para
que esse elemento tivesse permanecido em cis ao SOX9 na t(17;20) o ponto de quebra do cromossomo 17
deve ocorrer em um segmento de 15kb, proximal a sequéncia conservada. Em rosa, elementos
conservados; em azul, transposons e elementos repetitivos simples; em vermelho, regides intergénicas. O
eixo horizontal corresponde ao alinhamento da sequéncia referéncia. O eixo vertical, que varia de 50 a
100%, corresponde ao nivel de identidade do nucleotideo nesse alinhamento. (Retirada do ECR browser).
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¢ Influéncia, na expresséo do SOX9, de sequéncias de outros cromossomos
participantes de translocagdes com o cromossomo 17

Apesar de a alteracdo de elementos reguladores em cis parecer ser o principal
mecanismo responsavel pela alteracdo da expressdo do SOX9, a variabilidade de
fendtipos associada a rearranjos com pontos de quebra préximos evidencia a
complexidade da regido reguladora do SOX9. E possivel que outros fatores, como
alteracdes na estrutura da cromatina, possam interferir na expressdo do gene. O ponto de
quebra da translocacdo t(17;22) associada a ACD, com graves complicacdes
respiratorias e consequente oObito (Pfeifer et al., 1999), foi mapeado 890-950 kb
upstream ao SOX9, préximo aos das translocaces, em dois casos familiais, t(4;17)
(ponto de quebra 900 kb upstream ao SOX9; Velagaleti et al., 2005) e t(13;17) (ponto
de quebra 932 kb upstream ao SOX9; Hill-Harfe et al., 2005) e ao ponto de quebra da
translocacéo t(7;17) que descrevemos (ponto de quebra 917-855 kb upstream ao SOX9),
todos com manifestagdes fenotipicas brandas (Figura 11; Tabela 6). Os mesmos
elementos reguladores em cis podem ter sido alterados nesses casos. De forma similar a
translocacéo t(Y;17) (ponto de quebra 789 kb upstream ao SOX9; Leipoldt et al., 2007),
associada a manifestacdes clinicas graves, incluindo complicacGes respiratérias, teve o
ponto de quebra mapeado préximo ao da t(12;17) (ponto de quebra 776-811 kb
upstream ao SOX9; Refai et al., 2010), cujo portador apresentava apenas algumas
alteracdes esqueléticas. Nos dois rearranjos, cujos portadores tiveram complicacdes
graves, os autores (Pfeifer et al., 1999; Leipoldt et al., 2007) propdem que a
translocacdo do gene SOX9 para regido de heterocromatina ou para sua proximidade
tenha provocado diminuicdo da expressdo/silenciamento do gene. Na translocagéo
descrita por Pfeifer et al. (1999), o ponto de quebra no cromossomo 22 ocorreu em
22p11.2, aproximando o SOX9 ao centrdmero, a menos de 1 Mb de uma regido
cromossdmica composta de sequéncias altamente repetitivas. Na translocacdo descrita
por Leipoldt et al. (2007), o gene SOX9 foi translocado para a proximidade da regido
heterocromética do braco longo do cromossomo Y. Nos dois casos de translocacdes
familiais com pontos de quebra no cluster distal (Velagaleti et al., 2005; Hill-Harfe et
al., 2005) e na translocacéo t(7;17) que descrevemos, 0s pontos de quebra ndo estavam
proximos a segmentos de heterocromatina.

A translocacdo t(12;17)(ql4.3;924.3), com ponto de quebra 776-811 kb
upstream do SOX9 (Refai et al., 2010), estava associada a alteracdes esqueléticas, que

incluiam apenas hipoplasia mandibular e malar, apesar de a quebra cromossémica
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separar 0 SOX9 das unidades reguladoras de ACD e PRS. Além disso, 0 paciente possuia
testiculos e fendtipo masculino, apesar de ser XX. Nessa translocacdo o ponto de quebra do
cromossomo 12 foi mapeado em uma regido de 19 kb, possivelmente removendo uma
porcdo do pseudogene LOC204010, e proximo ao gene Deynar. Os autores sugerem que
elementos reguladores residuais do pseudogene ou do gene Deynar aumentem a expressao
do SOX9. O fen6tipo masculino em individuos XX ja tinha sido descrita em associagdo com
duplicacdes nas proximidades do SOX9, que levariam a sua expressao exacerbada, como
discutimos acima.

Nosso paciente portador da translocacdo t(17;20)(g24.3;q11.2) apresentava quadro
grave de ACD, com complicacGes respiratdrias. O SOX9 nao foi aproximado a segmento
heterocromatico. Uma possibilidade é que sequéncias do cromossomo 20 possam ter
interferido na expressdo do SOX9, diminuindo-a. No segmento de 50 kb em que foi
mapeado o ponto de quebra desse cromossomo estd o C20orf4, que pode ter sido
interrompido pelo rearranjo. Elementos silenciadores desse gene ou do gene DLGAP4
(disks large-associated protein 4 isoform a) mapeado a 82 kb distal ao ponto de quebra no
cromossomo 20, podem ter alterado a expressio do SOX9. Buscamos elementos
conservados ndo codificadores na regido proxima ao ponto de quebra do cromossomo 20
para a identificacdo de possiveis elementos reguladores do C20orf4 ou DLGAP4. Foram
consideradas sequéncias com mais de 75% de identidade, compostas de no minimo 200
pares de bases (Benko et al., 2009). Ndo foram identificadas sequéncias conservadas entre
0s genomas humano, de macaco rhesus, cdo, camundongo e galinha. Alternativamente o
C20orf4 pode ter sido interrompido e sequéncias do C20orf4 em cis a regido reguladora do
SOX9 tenham interferido na expresséo do gene.

Outro dado que mostra a importancia das sequéncias de outros cromossomos na
expressdo do SOX9 vem dos pacientes portadores de delecdo, que incluem as unidades de
ACD e de PRS. Nesses casos, em que ndo ha influéncia de sequéncias de outros
cromossomos, observa-se um quadro esquelético tipico de ACD, sem complicactes
respiratorias.

Assim, translocagdes equilibradas com pontos de quebra localizados no cluster
distal, associadas a quadros mais graves de ACD ou apenas a alteracGes faciais, devem ter a
variabilidade de seus efeitos fenotipicos devida a diferencas na expressdo do SOX9
relacionadas as sequéncias dos outros cromossomos participantes dessas translocacoes.
Portanto, a alteracdo da expressdo do gene SOX9 em portadores de translocacOes
equilibradas parece depender ndo so da interrupcdo ou separacdo de elementos reguladores

proprios quanto da natureza das sequéncias trazidas para a proximidade do gene.
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IV.2 Translocagdo cromossomica associada a microdelegdes em cis a ponto de
quebra: t(10;21)(p13;922)

e Aspectos Clinicos

A paciente, primeira filha de pais ndo consanguineos e clinicamente normais,
nasceu de parto cesariana eletiva, com peso de 3.390 g (50° percentil), comprimento de
49 cm (percentil 50) e perimetro cefélico de 34 cm (percentil 25). Aos quatro meses de
idade, foi encaminhada a neurologista por apresentar atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor associado a microcefalia. A criancga tinha contato visual pobre e nao
apresentava sorriso social; a sustentacdo da cabeca era inconstante. O laudo do exame
neurolégico relata a presenca de microcefalia (PC=39,5 cm; 10° percentil), ndo
associada a outros sinais fisicos; hipertonia espastica moderada dos quatros membros,
predominante nas pernas, associada a hiperreflexia osteotendinosa; os reflexos
primarios estavam exaltados. Ndo foram observadas alterac6es na ecografia cerebral; o
eletroencefalograma (EEG) revelou discreto alentecimento difuso da atividade de base e a
ressonancia magnética craniana ndo revelou alteragfes. Foi, no entanto, questionado o
estdgio de maturacdo da mielina, sugerindo-se acompanhamento. Os exames
bioquimicos de sangue, a triagem de erros inatos do metabolismo em sangue e urina e a
sorologia para doencas infecciosas congénitas tiveram resultados negativos. Foi
indicado o exame cromossdmico, inicialmente realizado em outro laboratorio. Esse
exame, ap0s bandamento G, revelou uma translocacdo reciproca aparentemente
equilibrada entre o braco curto do cromossomo 10 e o braco longo do cromossomo 21,
t(10;21)(p13;922) (Figura 16). O exame dos genitores revelou cari6tipos normais. Foi
solicitada ao LGH a continuacdo da investigagdo cromossomica, para verificar se a

alteracdo estava realmente equilibrada.
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FIGURA 16. t(10;21)(p13;922): ldeograma (ISCN 2009; cariétipo com 550 bandas G) dos
cromossomos 10, 21 e dos derivativos derivativos, der(10) e der(21). As setas indicam os pontos de
guebra mapeados ap6s bandamento G.
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e Mapeamento dos pontos de quebra da translocagdo por FISH

Para o mapeamento dos pontos de quebra que originaram a translocacao,
realizamos hibridag&o in situ fluorescente de clones de BAC mapeados nas regides dos
pontos de quebra, determinados pela anélise apds bandamento G (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7: Clones de BAC utilizados ho mapeamento do ponto de quebra e para a localizacédo das
dele¢des detectadas por a-CGH no cromossomo 10.

Clones Posicao no genoma (hg 18; Build 36) Sinal de hibridacao
RP11-566K1* chr10:10,830,787-11,020,034 ausente no der(10)
RP11-730A19* chr10:13,060,479-13,254,681 ausente no der(10)
RP11-275E20 chr10:14,321,741-14,514,319 der(21)
RP11-2K17 chr10:14,952,610-15,140,768 der(10)
RP11- 264E18* chr10:129,933,125-130,095,118 ausente no der(10)

*Clones utilizados para localizacdo das dele¢6es detectadas por a-CGH

Tabela 8: Clones de BAC utilizados no mapeamento do ponto de quebra do cromossomo 21.

Clones Posicao hg 18; Build 36) Sinal de hibridacdo
RP11-410P24 chr21:32,849,566-33,019,511 der(21)
RP11-102E10 chr21:36,765,659-36,936,719 der(21)
RP11-351D2 chr21:43,550,744-43,727,862 der(21)
RP11-397E9 chr21:44,672,693-44,846,917 der(21); der(10)

Os sinais de hibridacdo dos clones RP11-275E20 (chr10:14,321,741-14,514,319;
Human GRCh36 Assembly, hgl8) e RP11-2K17 (chrl0:14,952,610-15,140,768),
presentes, respectivamente, nos cromossomos derivativos der(21) e der(10), permitiram
localizar o ponto de quebra do cromossomo 10 no segmento de 440 kb flanqueado por
esses clones (chr10:14,514,319-14,952,610) (Figura 17). No cromossomo 21, o ponto
de quebra foi mapeado no segmento de 172 kb do clone RP11-397E9
(chr21:44,672,693-44,846,917), com sinais nos cromossomos der(21) e der(10) (Figura
18). A intensidade semelhante do sinal nos cromossomos derivativos sugere que 0 ponto

de quebra ocorreu aproximadamente no centro do clone.
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FIGURA 17. t(10;21)(p13;922) - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 10: (A)
A hibridagéo in situ fluorescente dos clones RP11-275E20 e RP11-2K17 revelou sinais de hibridacéo,
respectivamente, no cromossomo der(21) e no cromossomo der(10). O ponto de quebra ocorreu, portanto,
no segmento de 440 kb delimitado pelos dois clones. (B) Mapa mostrando a localizagdo do segmento que
contém o ponto de quebra no cromossomo 10, delimitado pelo retangulo pontilhado; estdo indicados os
genes localizados nesse segmento e os clones que delimitam o ponto de quebra; em verde, o clone distal
com sinal de hibridagdo no cromossomo der(21) e em vermelho, o clone proximal, com sinal de
hibridacéo no cromossomo der (10). Adaptado de UCSC, hg 18.
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FIGURA 18. t(10;21)(p13;922) - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 21: (A)
A hibridacéo in situ fluorescente do clone RP11-397E9 revelou sinais de hibridagdo nos cromossomos
der(21) e der(10). Esse clone contém, portanto, o ponto de quebra. Um sinal de menor intensidade de
hibridacdo cruzada foi observado nos cromossomos do par 1. (B) Mapa mostrando a localizacdo do
segmento que contém o ponto de quebra no cromossomo 10, delimitado pelo retdngulo de linha
interrompida; estdo indicados 0s genes mapeados nesse segmento e o clone RP11-397E9, que contém o
ponto de quebra. Adaptado de UCSC, hg 18.

¢ Investigacao de perdas e ganhos de segmentos submicroscopicos por a-CGH

A analise por meio de a-CGH detectou quatro delecdes no cromossomo 10
(Figura 19A), duas delas proximas ao ponto de quebra: uma delecdo de 973 kb em
10p14 (chr10: 10,261,548-11,234,887; Figura 20) e uma delecéo de 1,15 Mb em 10p13
(chrl0: 13147148-14297942; Figura 21). Outras duas dele¢cdes no cromossomo 10
localizam-se distantes do ponto de quebra, no brago longo: uma delecdo de 700 kb em
10926.13 (chrl0: 125057141-125757517; Figura 22) e uma delecdo de 1,66 Mb em
10g26.2-926.3 (chrl0: 129631193-131289681; Figura 23). A Figura 19B mostra a
distancia entre essas alteraces e o segmento delimitado para o ponto de quebra da
translocacdo no cromossomo 10. A andlise por a-CGH ndo revelou alteracfes nos pais

da paciente.
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A hibridacdo in situ fluorescente de clones de BAC do braco curto do
cromossomo 10 (Tabela 7, Figuras 20C e 21C) mostrou que as perdas submicroscopicas
ocorreram no brago curto do cromossomo participante da translocacéo, ja que ndo foram
identificados sinais de hibridacdo desses clones no der(21), que contém o segmento
10p13-pter. A hibridacdo in situ fluorescente do clone RP11-264E18, mapeado em
10026.2-26.3 ndo produziu sinal no cromossomo der(10) (Tabela 7, Figura 23B). Nao
nos foi possivel investigar se a perda no segmento 10g26.13 também ocorreu no
cromossomo der(10), porque nao dispinhamos mais de preparagdes cromossémicas da
paciente. A hibridacdo in situ fluorescente dos clones mapeados nos segmentos das

delecGes em metéfases dos pais revelou sinais de hibridacdo nos dois cromossomos 10.
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FIGURA 19. Delegdes no cromossomo 10 e sua posi¢do em relagdo ao segmento que contém
0 ponto de quebra da translocacdo t(10;21): (A) Identificacdo das dele¢des no cromossomo 10 por a-
CGH (plataforma 105A, Agilent Technologies): o perfil do cromossomo 10 evidencia quatro segmentos
deletados, apontados pelas setas verdes: duas dele¢Bes no braco curto e duas, no braco longo. (B) As
barras azuis indicam as distancias entre os segmentos deletados em 10p14, 10p13, 10g26.13 e 10026.2-
26.3 (retangulos vermelhos) e o0 segmento que contém o ponto de quebra da translocacéo (barras verdes).
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FIGURA 20. Delecdo em 10p14: (A) Identificacdo da delecdo por a-CGH (Plataforma 105A,
Agilent Technologies): o perfil da regido 10p13-14 evidencia dois segmentos deletados separados por um
segmento ndo deletado. As variagdes no nimero de copias (CNV) mapeadas na regido estdo indicadas em
vermelho e os genes, em azul. (B) A delecdo em 10p14 estd destacada. O mapa do segmento de 973kb
que corresponde a delecdo mostra 0 gene CUGBP2 e o clone RP11-556K11 (em verde) (Adaptado de
UCSC, hg 18). (C) FISH: o sinal de hibridacéo do clone RP11-566K1 (em vermelho) esta presente apenas

no cromossomo 10 normal, indicando a presenca da dele¢do no segmento do cromossomo 10 translocado
para o cromossomo 21 [no der(21)].
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FIGURA 21. Delecdo em 10p13: (A) a-CGH (Plataforma 105A, Agilent Technologies): o perfil
da regido 10p13-14 evidencia dois segmentos deletados separados por um segmento ndo deletado. As
varia¢des no nimero de cépias (CNV) mapeadas na regido estdo indicadas em vermelho e 0s genes, em
azul. (B) O segmento deletado em 10p13 estd destacado. O mapa do segmento de 1,15 Mb, que
corresponde a regido da dele¢do, mostra os genes OPTN, MCM10, C100rf49, PHYH, SEPHS1, BEND7,
PRPF18 e FMRD4A e o clone RP11-730A19 (em verde). (Adaptado de UCSC, hg 18). (C) FISH: o sinal
de hibridacdo do clone RP11-730A19 (em verde) estd presente apenas no cromossomo 10 normal,
indicando a localizacdo da delecdo no segmento translocado para o cromossomo 21 [no der(21)].
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FIGURA 22. Dele¢do em 10926.13: (A) a-CGH (Plataforma 105A, Agilent Technologies): o
perfil da regido 10g26.13-026.3 evidencia dois segmentos deletados separados por um segmento ndo
deletado. As variag¢des no nimero de copias (CNV) mapeadas na regido estdo indicadas em vermelho. (B)
O segmento deletado em 10q26.13 esta destacado. O mapa do segmento de 700kb que corresponde a
regido da delecdo mostra os genes GPR26 e CPXM2 (Adaptado de UCSC, hg 18).
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FIGURA 23. Delecdo em 10g26.2 - 26.3: (A) a-CGH (plataforma 105A, Agilent Technologies):
o perfil da regido 10026.13-026.3 evidencia dois segmentos deletados separados por um segmento ndo
deletado. As variagdes no nimero de copias (CNV) mapeadas na regido estdo indicadas em vermelho e o0s
genes, em azul. (B) O segmento deletado em 10026.2 - 26.3 est4 destacado. O mapa do segmento de 1,66
Mb que corresponde a regido da delecdo mostra os genes PTPRE, MKI67 e MGMT e o clone RP11-
264E18 (em verde). (Adaptado de UCSC, hg 18). (C) FISH: O sinal de hibridacdo do clone RP11-264E18
(em vermelho) esta presente apenas no cromossomo 10 normal, indicando a localizagdo da dele¢&o no
cromossomo der(10).
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e (Genes mapeados

no segmento dos pontos de quebra

No cromossomo 10, trés genes estdo mapeados no segmento delimitado para o

ponto de quebra (Tabela 9). No cromossomo 21, 10 genes estdo mapeados no clone que

contém o ponto de quebra (Tabela 10).

Tabela 9: Genes que podem ter sido interrompidos pelo ponto de quebra no cromossomo 10, no
segmento delimitado pelos clones RP11-275E20 (chrl10:14,321,741-14,514,319) e RP11-2K17

(chr10:14,952,610-15,140,768).

Gene

Proteina

FAM107B (family with
sequence similarity 107,
member B)

HSPA14 (heat shock 70kDa
protein 14)

CDNF (conserved
dopamine neurotrophic
factor)

Sem fun¢édo conhecida

HSP7014 é ubiguamente expressa; tem expressdo elevada em baco e
timo, sugerindo ser molécula relacionada ao sistema imune (Wan et al.,
2004).

CDNF é um fator tréfico, presente em vaérias regiGes do cérebro, que
influencia sobrevivéncia, crescimento e funcdo dos neurdnios
dopaminérgicos.

Tabela 10: Genes que podem

ter sido interrompidos pelo ponto de quebra no cromossomo 21,

localizado no clone RP11-397E9 (chr21:44,672,693-44,846,917).

Gene

Proteina

LRRC3 (leucine rich repeat
containing 3)

C210rfo0 (chromosome 21
open reading frame 90)

KRTAP (keratin associated
proteins 10-1, 10-2, 10-3, 10-
4, 10-5, 10-6, 10-7 e 10-8)

Todos codificadores de proteinas, sem fungdo conhecida

Familia de proteinas associadas & queratina. Formam uma matriz de
filamentos intermediarios de queratina que contribuem para a
estrutura das fibras do cabelo. Os genes localizam-se em um cluster
em 21¢22.3, mapeado nos introns do gene C210rf29
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e Genes mapeados nos segmentos das dele¢des do cromossomo 10

Quatorze genes estdo mapeados nas regides das microdelecdes (Tabela 11): um
gene em 10p14 (CUGBP2), oito genes em 10p13 (OPTN, MCM10, C100rf49, PHYH,
SEPHS1, BEND7, PRPF18 e FMRDA4A), dois genes em 10026.13 (GPR26 e CPXM2) e
trés genes em 10026.2-926.3 (PTPRE, MKI67 e MGMT).

Tabela 11: Genes mapeados nos segmentos das microdele¢fes no cromossomo 10.

Gene

Proteina

CUGBP2 (CUG triplet repeat
RNA-binding protein 2)
OPTN (optineurin)

MCM10 (mini-chromosome
maintenance protein 10)

PHYH (phytanoyl-CoA 2-
hydroxylase)

SEPHS1 (selenophosphate
synthetase 1)

PRPF18 (PRP18 pre-mRNA
processing factor 18 homolog (S.
cerevisiae)

FRMD4A (FERM domain

containing 4A)

GPR26 (G  protein-coupled
receptor 26)
PTPRE (protein tyrosine

phosphatase, receptor type, E)

MKI167 (antigen identified by
monoclonal antibody Ki-67)
MGMT (O(6)-methylguanine-
DNA methyltransferase)

BEND7 (BEN domain containing
7); CPXM2 (carboxypeptidase X
(M14  family), member 2);
C100rf49(open reading frame 49)

Proteina membro de familia de proteinas que se ligam ao RNA, regulando
eventos de splicing, em cérebro e musculo.

Proteina ubiquamente expressa que atua na via do fator nuclear kappa (NF-kB),
além de interagir com outras proteinas, o que sugere mdltiplas funcdes
celulares. Mutag6es foram identificadas em associagcdo com glaucoma primario
de &ngulo aberto e com esclerose lateral amiotrdfica.

Proteina € membro da familia, altamente conservada, de mini-chromosome
maintenance proteins (MCM), que participam da iniciacdo da duplicagdo do
DNA.

Proteina peroxissomal que cataliza o primeiro passo da oxidacdo-alfa do &cido
fitAnico. Mutagdes em homozigose foram identificadas em associacdo com a
doenca de Refsum. A doenca inata do metabolismo esta relacionada ao
acumulo do &cido fitdnico no plasma e nos tecidos; caracteriza-se por retinite
pigmentosa, neuropatia periférica e ataxia cerebelar; os niveis da proteina
aparecem elevados no fluido cerebroespinhal.

Enzima que sintetiza selenofosfato a partir de seleneto e ATP.

Fator necessario para o segundo passo catalitico do splicing (Horowitz e
Krainer, 1997).

A proteina FRMD4A forma um complexo junto com Par-3 e citoesina-1, que
promove a ativacdo de Arf6, elemento central na dindmica do citoesqueleto de
actina e transporte de membrana, durante a remodelacdo das juncdes e a
polarizacdo epitelial.

Proteina altamente expressa em cérebro fetal e adulto. Pode ser supressora de
desenvolvimento de gliobastoma primério (Boulay, 2009).

As fosfateses de tirosina (PTPs) s@o componentes essenciais das vias de
transducdo de sinalizacdo celular; o gene € altamente expresso no sistema
nervoso. Camundongos nocaute apresentam hipomielinizacdo dos axodnios dos
nervos ciaticos, logo ap6s o nascimento. Os autores propdem que essa proteina
faca parte do mecanismo molecular que controla a atividade de canais de
potassio durante periodo critico do desenvolvimento das células de Schwann e
da mielinizagdo dos nervos periféricos (Peretz et al., 2000).

Proteina nuclear ubiquamente expressa, que esta associada a proliferacao
celular.

Enzima de reparo que remove a ligacdo da O(6)-alquilguanina com a timina,
lesdo do DNA induzida por agentes alquilantes.

Todos codificadores de proteinas, sem fungéo conhecida.
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e Genes candidatos

Ha um ndmero relativamente grande de genes nos segmentos que contém o0s
pontos de quebra e incluidos nas microdelecGes, tornando a correlagdo genotipo-
fendtipo complexa. Apesar de ndo ser possivel individualizar candidatos funcionais
entre os genes deletados ou que possam ter sido interrompidos pelos pontos de quebra,
genes altamente expressos no sistema nervoso sdo os principais candidatos a contribuir
para o quadro clinico da paciente. Localizados nos segmentos das microdelegdes, cinco
genes sdo altamente expressos no sistema nervoso (GPR26, OPTN, CUGBP2, PHYH e
PTPRE). Assim como CDNF, mapeado na regido do ponto de quebra do cromossomo
10, podem ser considerados candidatos a contribuir para o quadro clinico.

De acordo com o Database of Genomic Variants, as regides nas quais as
alteracbes foram mapeadas contém poucas variacdes de numeros de cépias. No entanto,
apenas 0s genes OPTN, GPR26 e CDNF estdo mapeados em segmentos em que ndo ha
CNV descritas. Para o gene CUGBP2, ha apenas um relato de delecdo intronica, ndo
havendo evidéncia de que essa delecdo altere o splicing. Ja nos genes PHYH e PTPRE,
ocorrem CNV em regifes exonicas. Mutagdes em homozigose no gene PHYH foram
identificadas em associacdo com a doenca de Refsum, que € um erro inato do
metabolismo (Tabela 11). Os dados disponiveis permitem, assim, concluir que, entre 0s
genes expressos no sistema nervoso, a perda de uma das cépias dos genes PHYH e
PTPRE néo seja patogénica.

Comparamos o quadro clinico da paciente com os de portadores de delecGes
semelhantes descritos no DECIPHER. As sobreposicGes das delecdes sdo, entretanto
parciais, dificultando as comparacGes fenotipicas. Microcefalia e retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor estdo presentes na maioria dos pacientes com
delecbes no cromossomo 10, no entanto, essas sdo manifestacdes frequentes em
portadores de desequilibrios cromossémicos. O quadro de espasticidade nos quatro
membros e hiperreflexia osteotendinosa € mais especifico e sugere degeneracdo de
neurdnios motores superiores. Na literatura identificamos um paciente, descrito por
Emberger et al. (2000), portador de rearranjo cromossdmico complexo de novo dos
cromossomos 2, 3 e 10, cujo quadro clinico incluia microcefalia e quadriplegia espastica
além de dismorfimos faciais e retardo de desenvolvimento neuropsicomotor. No entanto
0 ponto de quebra desse rearranjo ocorreu em 10024.3, distante das alteracbes no
cromossomo 10, em nossa paciente. A espasticidade ndo € uma caracteristica associada

a grandes dele¢Oes do cromossomo 10 com pontos de quebra em 10g26. Os portadores
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dessas delecOes apresentam retardo de crescimento presente ao nascimento,
microcefalia, assimetria facial, ponte nasal larga, estrabismo, labio superior fino,
clinodactilia de quintos dedos e distarbios de comportamento (Courtens et al., 2006).

O gene OPTN: O gene OPTN é expresso principalmente no cérebro, retina e
musculatura esquelética. Codifica uma proteina com 577 aminoacidos, altamente
conservada em vertebrados. A proteina OPTN interage com varias outras, 0 que sugere
maltiplas funcdes celulares (Swarup e Nagabhushana, 2010). Atua como regulador
negativo da ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), induzida pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (Zhu et al., 2007). A inibicdo ocorre por meio da competicao entre
OPTN e a proteina NEMO (NF-kappaB Essential Modulator), pela ligacéo a proteinas
que interagem com receptores (RIP, Receptor-Interacting Protein) (Zhu et al., 2007). A
proteina NF-kB, que atua na apoptose, induzindo varios genes antiapoptoticos (Wajant
et al., 2003), regula positivamente a OPTN, criando feedback negativo (Mrowka et al.,
2008). A perda da regulacdo do NF-kB foi relacionada a patogénese de doencas
neurodegenerativas, devidas tanto a hiperativacdo quanto a inibicdo de NF-kB (Mattson
e Meffert, 2006). Por meio de sua interacdo com a miosina V e Rab8, a OPTN tem
papel importante também na manutencdo do complexo de Golgi, no transporte entre
membranas e na exocitose (Sahlender et al., 2005). J& foram identificadas mutacdes em
homozigose e heterozigose no gene OPTN em pacientes com o tipo mais frequente de
glaucoma, o glaucoma primario de angulo aberto, POAG (Rezaie et al., 2002). Essa
doenca é caracterizada por lesdo progressiva do disco dptico, que pode levar a cegueira
irreversivel.

E interessante que recentemente mutagdes no gene OPTN foram descritas como
causa da forma adulta de esclerose lateral amiotréfica (ALS, MIM: 105400; Maruyama
et al.,, 2010). ALS é uma doenca neurodegenerativa, de aparecimento normalmente
tardio, caracterizada pela morte de neurdnios motores do cortex, tronco cerebral e
medula espinhal. As alteracGes dos neur6nios motores superiores levam a espasticidade,
clénus e hiperreflexia, enquanto as alteragdes dos neurdnios motores inferiores resultam
em fasciculagdo, atrofia, fraqueza e hiporreflexia. Somam-se o0s sinais bulbares,
incluindo disartria, disfagia, e labilidade emocional. Mutagdes relacionadas a doenca ja
foram identificadas em outros cinco genes (SOD1, ANG, TARDBP, FUS e VAPB) (Dion
et al., 2009), mas em 70-80% dos casos a causa genética permanece desconhecida.
Cerca 95% das ocorréncias sdo esporadicas. A perda de uma das copias do OPTN na

paciente portadora da t(10;21) pode estar contribuindo para seu quadro neuroldgico, que
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pode refletir a perda de neurdnios motores superiores. Esta seria, entretanto uma
manifestacdo muito precoce, ao contrario do que geralmente ocorre na ALS, cujos
sintomas geralmente aparecem entre 30 e 60 anos de idade. No entanto, existem relatos
de formas juvenis de ALS. MutacGes no gene ALS2, mapeado em 2(33-35, foram
identificadas nas formas juvenis da doenca e também em formas juvenis da esclerose
lateral priméria (PLS, Primary Lateral Sclerosis, MIM 611637), que faz parte do
espectro clinico da esclerose lateral amiotréfica (Eymard-Pierre et al., 2002; Panzeri et
al., 2006; Shirakawa et al., 2009). Propde-se que mutacdes no ALS2 seriam responsaveis
por degeneracdo primitiva dos neurénios motores superiores, resultando em espetro
clinico que varia de paraglegia espastica hereditaria ascendente (IAHSP) até formas
juvenis, com comprometimento de neurdnios motores inferiores (JALS, Juvenile
Amyotrophic Lateral Sclerosis) ou sem comprometimento de neurbnios motores
inferiores (JPLS, Juvenile Primary Lateral Sclerosis,) (Eymard-Pierre et al., 2002).
Existem relatos na literatura de pacientes com essas doengas motoras com
manifestacdes de sinais antes dos dois anos de idade (Grunnet et al., 1989; Bertini et al.,
2011).

Maruyama et al. (2010) estudaram 76 casos familiais e 597 casos esporadicos de
ALS. Trés mutacdes diferentes no gene OPTN foram detectadas: uma mutagdo nonsense
(Q398X) e uma delecédo do exon 5, ambas em homozigose, e uma mutagdo missense em
heterozigose (E478G). Os autores propdem que o ganho ou a perda de funcdo do OPTN
possa contribuir para o fendtipo. No caso de mutacdo missense, o fenotipo seria
resultado de ganho de fungdo da proteina mutada e, consequentemente, o portador
heterozigdtico da mutacdo seria afetado. No entanto, na familia em que foi identificada
essa mutacdo, a presenca de individuo heterozigdtico normal sugere penetrancia
incompleta. Nas duas familias, nas quais foram identificadas mutac6es em homozigose,
os genitores dos afetados eram heterozigo6ticos e ndo manifestavam sinais da doenca,
indicando mecanismo de perda de funcdo, com heranca recessiva. Analises funcionais
revelaram que as mutagdes abolem a capacidade da proteina de inibir o fator nuclear
kappa B (NF-kB). Um estudo anterior (Jiang et al., 2005) mostrou que, em casos
isolados de ALS, o NF-kB esta ativado em neurdnios motores. Maruyama et al. (2010)
propdem que mutacOes associadas ao fenotipo de ALS levam a perda da capacidade de
competir com a proteina NEMO, resultando em hiperativagdo da proteina NF-kB. Ainda
ndo foi esclarecido o mecanismo pelo qual a ativagdo NF-kB induziria a

neurodegeneracdo. A proteina mutada E478G também apresentou distribuigdo
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citoplasmatica diferente daquela da proteina selvagem e de uma proteina resultante de
mutacdo associada a POAG. Estudos com células knockdown mostraram que o
silenciamento do gene afeta também a estrutura do complexo Golgi e reduz o transporte
entre o complexo de Golgi e a membrana plasmatica (Sahlender et al., 2005). Assim,
tanto a ativacdo da NF-kB quanto a perturbacdo do transporte celular podem estar
contribuindo para o fenétipo de ALS. Como referido anteriormente, mutacées no OPTN
também foram detectadas em pacientes com glaucoma priméario de angulo aberto
(POAG). Diferentes impactos na via de sinalizacdo NF-kB e diferentes localizacdes das
proteinas mutadas podem explicar os diferentes fenétipos (Maruyama et al., 2010).
Outros trabalhos recentes estudaram casos familiais e esporadicos de ALS em
busca de mutacGes no gene OPTN (Belzil et al., 2011; Del Bo et al., 2011; lida et al.,
2011; Millecamps et al., 2011; Sugihara et al., 2011; van Blitterswijk et al., 2011). Os
dados indicam que mutaces no OPTN sdo responsaveis por pequena parcela dos
pacientes com ALS, presentes em 0,29% a 1,2% dos casos isolados da doenga e em
1,5% a 3,8% dos casos familiais. No entanto, esses estudos ndo utilizaram técnicas que
identifiqguem grandes delecbes ou outras variacGes estruturais. Foram detectadas oito
mutacdes missense (p.A93P, p.R271C, p.R96L,p.A481V, p.T282P, p.Q314L, p.K557T
e p.Q454E), duas mutacbes nonsense (p.G23X e p.Q165X) e trés mutacdes intrénicas
(c.1242+1G/A_insA, c¢.552+1delG, c.1401 +4A/G), todas em heterozigose. As
muta¢des missense ocorreram em regides altamente conservadas da proteina. A mutacao
missense p.E478G, anteriormente descrita por Maruyama et al. (2010) foi detectada em
um caso isolado e em outro familial (lida et al., 2011). As variantes raras, identificadas
tanto em pacientes de ALS da populacdo japonesa (lida et al., 2011; Sugihara et al.,
2011) quanto em pacientes de ascendéncia europeia (Belzil et al., 2010; Del Bo et al.,
2011; Millecamps et al., 2011; van Blitterswijk et al., 2011), ndo foram encontradas em
controles clinicamente normais ou em pacientes com diagnostico de POAG. Apesar da
clara associagdo entre o OPTN e ALS, estudos funcionais e screening de novos
pacientes deverdo contribuir para ampliar o espetro de mutagdes no gene e identificar o
possivel papel patolégico das mutacfes em OPTN em doencas de neurdnios motores.
Nossa paciente é portadora de apenas uma copia do gene OPTN. Maruyama et
al. (2010) sugerem que a haploinsuficiencia de OPTN néo seja patogénica e, que em
afetados heterozigotos, o fenotipo decorreria do ganho de funcdo da OPTN. No entanto,
a descricdo de dois afetados por ALS portadores de mutacdes nonsense p.G23X e p.

p.Q165X que introduzem codons de parada prematuros, sugere que, dependendo do
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background genético, mutaces de perda de funcdo em heterozigose também possam
causar a doenca (Del Bo et al., 2011; van Blitterswijk et al., 2011). No entanto, ndo
pode ser descartada a presenca de alteracdo no outro alelo ou ainda um efeito toxico da
proteina truncada.

O gene CUGBP2: O gene CUGBP2 é expresso principalmente no coracéo,
musculo e cortex cerebral. CUGBP2 faz parte de familia de proteinas que se ligam a
RNA e foi caracterizada por seu papel na regulacdo de eventos de splicing tecido-
especifico durante o desenvolvimento, no cérebro e no musculo. CUGBP2 liga-se a
sequéncias ricas em GU para silenciar ou ativar a selecdo de exons de varios genes, no
processo de splicing, incluindo o gene MAPT, que codifica a proteina associada a
microtubulo, tau. O CUGBP2 regula o splicing alternativo dos exons 2/3 desse gene
(Leroy et al., 2006). O MAPT é expresso principalmente em neurdénios (Weingarten et
al., 1975). A proteina tau atua na polimerizacdo e na regulacdo da estabilidade de
microtubulos, no transporte axoplasmatico e na diferenciacdo axonal. Muta¢Ges em
MAPT foram associadas a uma série de doencas neuroldgicas, como Alzheimer e
deméncia frontotemporal. Como o transporte axoplasmatico pode estar associado a
degeneracdo de neurénios motores, Usarek et al. (2006) estudaram o splicing alternativo
dos exons 2, 3 e 10 do gene MAPT em camundongos modelo de ALS, portadores de
mutacdo no gene SOD1. Apesar de mutagdes no gene SOD1 serem detectadas em 20%
dos casos familiais de ALS, ainda ndo se conhece o mecanismo pelo qual mutacdes
nesse gene estdo associadas com a doenca. No sistema nervoso central, tau sofre
splicing alternativo dos exons 2, 3 e 10 dando origem a seis isoformas, que divergem
quanto a presenca dos exons 2 e 3, na extremidade N terminal, e do exon 10, na
extremidade C terminal. A expressdo da isoforma 2N (que contém os exons 2 e 3) foi
significativamente inferior no cortex frontal de animais sintomaticos comparados a
animais controle de mesma idade e animais transgénicos em estagio pré-clinico da
doenca. Essa queda resultou em diminuigdo nos niveis totais de RNA mensageiro e da
proteina tau. Na medula espinhal dos animais ndo foram observadas alteragdes na
expressdo da isoforma 2. Também ndo foram detectadas altera¢fes no splicing do exon
10 em camundongos transgénicos. Esses dados sugerem que mutagdes no gene SOD1
influenciam o splicing alternativo dos exons 2-3 do MAPT, no cortex frontal de animais
em estagio sintomatico (Usarek et al., 2006). No entanto, os autores ressaltam que mais
estudos s@o necessarios para determinar se mudancgas nos niveis das isoformas da tau,

que diferem quanto a presenca dos exons 2 e 3, contribuem para a patogénese da ALS.
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De forma analoga, 0 CUGBP2 atua regulando o splicing dos exons 2 e 3 do MAPT e sua
haploinsuficiéncia poderia resultar em alteracdo nos niveis das diferentes isoformas da
tau. Além de regular o splicing, CUGBP2 também atua na estabilizacdo de RNA
mensageiros e em sua propria traducdo (Timchenko et al., 2001). CUGBP2 inibe a
traducdo do RNA mensageiro do gene COX2 (Sureban et al., 2007), que codifica uma
enzima crucial na conversdao do &cido aracndico em prostaglandina E2 (PGE2). A
indugdo da expressdo ou aumento da atividade de COX-2 promove a destruigdo de
neurdnios, em modelos animais de varias doencas neurologicas (Liang et al., 2007). A
inibicdo farmacoldgica ou genética da atividade de COX2 protege contra a degeneracao
de neurdnios, em animais modelos da doenca de Parkinson, de ALS e de isquemia
(Drachma e Rothstein, 2000; Liang et al., 2007). Supfe-se que a perda de neurdnios
mediada pelo COX2 seja resultado de efeitos downstream de um ou mais produtos da
prostaglandina (Consilvio et al., 2004; Liang et al., 2007; Andreasson et al., 2010).
Como o CUGBP2 inibe a tradu¢cdo do RNA mensageiro do gene COX2, a
haploinsuficiéncia do gene CUGBP2 aumentaria os niveis de COX2, o que, por sua vez,
induziria a degeneracdo de neurbnios motores. Assim a haploinsuficiéncia do gene
CUGBP2, por meio da regulacdo do splicing dos exons 2 e 3 do gene MAPT ou da
inibicdo da traducdo do RNA mensageiro do gene COX2, pode contribuir para o
fendtipo da paciente.

O gene CDNF: Em camundongos, o gene cdnf é expresso no cérebro durante 0s
estagios embrionario, pds-natal e na fase adulta; em cérebro humano de adultos também
foi detectada a expressdo do CDNF. O CDNF é um fator tréfico, altamente conservado
que atua na sobrevivéncia e funcionamento dos neur6nios dopaminérgicos. Em ratos
modelo da doenca de Parkinson, a administracdo in vivo do CNDF preveniu a
degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos. Em camundongos e humanos o gene
também ¢é altamente expresso em tecidos ndo neurais como o cora¢do, musculo
esquelético e testiculos. No entanto a funcdo da proteina nesses tecidos ainda nao foi
elucidada (Lindholm et al., 2007).

O gene GPR26: O gene é altamente expresso em cérebro adulto de
camundongos e humanos (Boulay et al., 2009). A proteina pertence a familia de
receptores de proteina G (G protein coupled receptors, GPCR), que transduzem sinais
extracelulares por meio de proteinas G heterotriméricas. O GPR26 pode atuar como
supressor do desenvolvimento de glioblastomas primarios, ja que em amostras do

tumor, a proteina GPR26 esté ausente ou reduzida devido a metilagdo de novo de ilhas
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5 CpG do gene (Carter et al., 2008). A haploinsuficiéncia quanto a supressores de
tumor traz um problema adicional no monitoramento de pacientes com delegdes

cromossomicas, como salientado por Krepischi-Santos et al. (2009).

e Mecanismo de formacéo da t(10;21)

A 1(10;21) que estudamos é um exemplo de rearranjo aparentemente equilibrado
cuja caracterizagdo molecular permitiu revelar a complexidade. A anélise por meio de a-
CGH detectou quatro delecBes ndo herdadas no cromossomo 10. Duas delecdes foram
identificadas no braco curto: uma de 973 kb e outra de 1,15 Mb, mapeadas
respectivamente a 3,27 Mb e 210 kb do ponto de quebra; duas outras dele¢des, no brago
longo: de 700 kb em 10g26.13 e de 1,66 Mb em 10g26.2-g26, mapeadas,
respectivamente, a 110,10 Mb e 114,68 Mb do ponto de quebra. Em cerca de 9% dos
rearranjos equilibrados associados a alteracdes fenotipicas sdo detectadas delecGes
distantes aos pontos de quebra. As delecbes nos pontos de quebras podem ocorrer
durante a formacdo dos rearranjos, talvez associadas a mecanismo de reparo de
extremidades quebradas. No entanto delecdes distantes aos pontos de quebra podem néo
estar associadas aos rearranjos ou refletir um mecanismo mais complexo em sua
formagdo (Higgins et al., 2008). Recentemente, o uso do sequenciamento de ultima
geragdo no estudo de rearranjos equilibrados constitutivos e somaticos (Kloosterman et
al., 2011; Talkowski et al., 2011) forneceu evidéncias a respeito dos mecanismos de
formacdo de rearranjos complexos. Kloosterman et al. (2011) estudaram uma
translocacédo constitucional complexa t(1;10;4)(p32.2;921.1;g23) de novo, detectada em
uma paciente portadora de malformagdes congénitas multiplas. O sequenciamento dos
pontos de quebra revelou uma série complexa de rearranjos equilibrados intra e
intercromossémicos, com 12 pontos de quebra nos cromossomos 1, 4 e 10. A auséncia
de homologia e a presenca de inser¢Ges ou microdelecdes de poucos pares de base nos
pontos de quebra indicou 0 mecanismo de NHEJ no reparo das extremidades quebradas.
Esses resultados sugerem que a translocacdo t(1;10;4)(p32.2;g21.1;923) se formou a
partir de uma série de quebras na dupla fita do DNA, seguidas de ligacdo aleatoria dos
fragmentos resultantes. Esse padrdo fora anteriormente observado em rearranjos
somaticos identificados em células tumorais. Stephens et al. (2011) analisaram
maltiplas linhagens celulares de diferentes tipos de cancer e identificaram, em 2 a 3%
dos casos, dezenas a centenas de rearranjos cromossdmicos. O clustering de pontos de

guebras sugeriu que os rearranjos ndo poderiam ter-se formado por eventos multiplos e
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independentes, em subclones diferentes, hipotese apoiada pela analise estatistica. Os
autores propdem que 0s rearranjos teriam ocorrido em um Unico evento catastréfico,
que denominaram de chromothripsis (chromos, cromossomo; thripsis, fragmentacao).
Baseando-se na  semelhanca  desses  rearranjos com a translocacdo
t(1;10;4)(p32.2;921.1;923) que estudaram, Kloosterman et al. (2011) propdem que um
mecanismo similiar a “chromothripsis” também pode levar a formacdo de rearranjos
cromossémicos de novo na linhagem germinativa. Inicialmente agentes endégenos ou
exogenos induziriam a quebra na dupla fita do DNA, resultando em fragmentagédo
cromossdmica. As quebras na dupla fita seriam reparadas por NHEJ. A unido dos
fragmentos seria feita por micro-homologias ou ocorreria aleatoriamente dependendo da
proximidade fisica. Os autores consideram improvavel que os 12 rearranjos de novo
detectados na t(1;10;4)(p32.2;021.1;923) sejam resultados de eventos independentes
durante divisGes celulares consecutivas devido ao clustering de pontos de quebras nos
cromossomos 1, 4 e 10 e ao padrdo de ligacdo dos fragmentos nos Cromossomos
derivativos. Além disso, todos os eventos tiveram origem paterna.

O estudo de outros rearranjos aparentemente equilibrados por sequenciamento
de Gltima geracdo € necessario para que se avalie a contribuicdo da “chromothripsis” na
formagédo de rearranjos cromossomicos constitucionais. Ressalta-se que o rearranjo
t(1;10;4)(p32.2;0921.1;923), apesar de complexo, era equilibrado. No entanto, as técnicas
de a-CGH e FISH tém revelado a complexidade de uma proporcdo significativa dos
rearranjos aparentemente equilibrados com a identificacdo de desequilibrios
submicroscépicos em cis aos pontos de quebra que originaram esses rearranjos. O
modelo de “chromothripsis” pode explicar dele¢des nos pontos de quebra e distantes
aos pontos de quebra desses rearranjos cromossdmicos. Em ambos os casos, as perdas
de segmentos de DNA podem resultar de fragmentos cromossémicos que nao foram
unidos aos outros fragmentos, tendo assim sido perdidos.

De acordo com o modelo proposto por Stephens et al. (2011) e adaptado por
Kloosterman et al. (2011), sugerimos, para a translocagdo t(10;21) que descrevemos,
gue 10 quebras ocorreram nos cromossomos 10 e 21, resultando em 12 fragmentos
cromossdmicos (Figura 24). As quebras teriam ocorrido simultaneamente na linhagem
germinativa, materna ou paterna, ja que ndo determinamos a origem parental do
rearranjo e das delecdes. Possivelmente, os fragmentos seriam reparados por NHEJ, ja
gue ndo detectamos homologias nos pontos de quebra do rearranjo. Posteriormente, 0s

fragmentos teriam sido reunidos aleatoriamente, por proximidade fisica, ou ainda por
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micro-homologias originando os cromossomos derivativos 10 e 21. Os fragmentos
correspondentes aos segmentos deletados no cromossomo 10 teriam sido perdidos.
Além dos multiplos pontos de quebras e da presenca de delecGes em cis ao rearranjo,
outra evidéncia a favor do mecanismo de ‘“chromothripsis” para a formagao da
t(10;21)(p13;922) € o clustering de pontos de quebras no cromossomo 10: cinco
quebras em uma regido de 4,2 Mb no brago curto (chrl0:10,261,548-14,514,319) e
quatro quebras em uma de regido 6,2 Mb no braco longo (chrl0:125,057,141-
131,289,681). Deve ser ressaltado que a interpretacdo do mecanismo de formacdo da
1(10;21)(p13;g22) baseou-se nos resultados obtidos pela associagdo de a-CGH
(plataforma 105A, Agilent) e FISH. E possivel que o estudo do rearranjo por
sequenciamento ou mesmo a utilizagdo de plataforma de a-CGH de resolucdo superior

possa identificar pontos de quebras adicionais.

A, XIS W

FIGURA 24. Chromothripsis como modelo de formagéo para a t(10;21)(p13;922): (A) Em
uma primeira etapa, quebras na dupla fita do DNA nos cromossomos 10 (azul) e 21 (amarelo) sdo
induzidas por agentes enddgenos ou exdgenos a célula. A localizacdo das quebras estd indicada pelas
setas. As linhas pontilhadas nos cromossomos 10 e 21 representam o0s pontos de quebra que originaram a
translocacdo, mapeados por FISH. Os blocos vermelhos representam as dele¢fes do cromossomo 10,
identificadas por a-CGH. No cromossomo 10, as nove quebras estdo restritas a duas regides, uma de 4,2
Mb no brago curto e outra de 6,2 Mb no brago longo. (B) As multiplas quebras provocam fragmentacéo
cromossomica. (C) As extremidades quebradas do DNA seriam reparadas por NHEJ. A unido dos
fragmentos seria feita com base em micro-homologias ou ocorreria aleatoriamente dependendo da
proximidade dos fragmentos. (D) Os varios fragmentos sdo unidos entre si, originando 0s cromossomos
der(10) e der(21); alguns fragmentos do cromossomo 10 séo perdidos.
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IVV.3 Translocagao t(X;22)(q22;q13) associada a duplicagdo do gene PLP1 e doenga
de Pelizaeus-Merzbacher em menina

e Aspectos Clinicos

A paciente nasceu de parto cesariana, a termo, com peso de 2.500 g (<3°
percentil), comprimento de 44 cm (<3° percentil) e perimetro cefalico de 35 cm (50°
percentil). O atraso do desenvolvimento neuropsicomotor ficou evidente para seus
genitores, quando, aos sete meses, ainda ndo conseguia sentar. Falou as primeiras
palavras ap06s os dois anos de idade. Foi encaminhada ao LGH-USP aos oito anos de
idade, porque seu exame cromossdémico, revelara uma translocacdo aparentemente
equilibrada entre os cromossomos X e 22, t(X;22)(922;q13) (Figura 25); foi-nos
solicitado investigar a possivel relacdo dessa alteracdo cromossémica com o quadro
clinico; o exame cromossémico dos pais ndo revelara alteracdes. Sentava-se sem apoio;
era capaz de movimentar-se, arrastando o corpo, mas ndo conseguia engatinhar. Era
hipotbnica; apresentava coreoatetose, movimentos rotatérios de cabega e nistagmo
pendular. Alimentava-se bem e tinha comunicacdo oral razoavel, mas, segundo sua
genitora, a fala regredira, apos o primeiro episddio convulsivo, aos cinco anos de idade.
Sua estatura era de 100 cm (<3°percentil), o peso, de 15 kg (<3° percentil) e o perimetro
cefalico, de 48 cm (2° percentil). Apds os resultados dos exames genéticos que
realizamos e que sugeriram o diagndstico de doenca de Pelizaeus-Merzbacher (PMD), a
paciente foi reavaliada, em nosso Servico de Aconselhamento Genético, pelo
neurologista Dr. Fernando Kok. O conjunto de sinais e sintomas neuroldgicos indicou o
diagndstico de PMD, que foi validado pela ressonancia magnética, mostrando quadro de

hipomielinizagéo.

X der(X) 22 der(22)

FIGURA 25. t(X;22)(q22;913): ldeograma (ISCN 2009; cariotipo com 550 banda G) dos
cromossomos X e 22 e dos derivativos der(X) e der(22) e de seus homdlogos normais. As setas indicam
0s pontos de quebra mapeados apds bandamento G.
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« Mapeamento dos pontos de quebra da translocacao por FISH

Para o mapeamento dos pontos de quebra, realizamos hibridacdo in situ
fluorescente de clones de BAC mapeados nas regides dos pontos de quebra,
determinados pela analise apds bandamento G (Tabelas 12 e 13).

No cromossomo 22, os clones RP5-925)7 (chr22: 47740384-47838754, Human
GRCh36 Assembly, hgl8) e CTA-722E9 (chr22:48181791-48314060) hibridaram no
cromossomo 22 e nos cromossomos derivativos der(X) e der(22) (Figura 26). A
presenca dos sinais do clone CTA-722E9 nos cromossomos derivativos der(X) e
der(22), este com sinal de intensidade menor, mostrou que esse clone contém o ponto de
quebra. Por outro lado, os sinais do clone RP5-925J7 apresentaram a mesma intensidade
nos cromossomos 22, der(22) e der(X), sugerindo a duplicacdo desse segmento do
cromossomo 22 no cromossomo derivativo der(X).

No cromossomo X, a hibridacdo in situ dos clones RP11 265115
(chrX:102,270,516-102,453,744), RP3 421120 (chrX:102,569,986-102,622,582), RP11
142315 (chrX:102,785,715-102,935,799) e RP4 540A13 (chrX:102,953,929-
103,039,303) revelaram sinais de hibridacdo no cromossomo X € nos cromossomos
derivativos der(X) e der (22) (Figura 27). A semelhanca da intensidade do sinal dos
clones RP3 421120 e RP11 142J15 no cromossomo X normal e nos cromossomos
derivativos sugeriu a presenca de uma duplicacdo do segmento do cromossomo X,
presente no der(X) e no der(22). Ja os sinais de intensidades diferentes dos clones RP11
265115 e RP4 540A13, nos cromossomos der(22) e der(X), mostrou que esses clones

contém os pontos de quebra no cromossomo X.
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Tabela 12: Clones utilizados no mapeamento do ponto de quebra do cromossomo 22.

Clone Posicéo (hg 18; Build 36) Sinais de hibridacao
RP11-12M9 chr22:39,701,569-39,877,855 der(22)
RP3-388M5 chr22:42,473,589-42,651,043 der(22)
CTA-299D3 chr22:47,248,304-47,338,939 der(22)
RP5-925J7 chr22:47,740,384-47,838,754 der(22); der(X)
CTA-722E9 chr22:48,181,791-48,314,060 der(22); der(X)
CTA-799F10 chr22:49,425,750-49,449,200 der(X)

Tabela 13: Clones utilizados no mapeamento do ponto de quebra do cromossomo X.

Clone Posicéo (hg 18; Build 36) Sinais de hibridacéo
RP11-151N12 chrX:98,412,392-98,497,852 der(X)
RP11-265115 chrX:102,270,516-102,453,744 der(X); der(22)
RP3-421120 chrX:102,569,986-102,622,582 der(X); der(22)
RP11-142J15 chrX:102,785,715-102,935,799 der(X); der(22)
RP4-540A13 chrX:102,953,929-103,039,303 der(X); der(22)
RP11-230E14 chrX:103,498,150-103,656,697 der(22)
RP11-539A6 chrX:104,392,277-104,584,586 der(22)
RP5-820B18 chrX:106,921,602-107,049,634 der(22)

RP1-31B8 chrX:108,414,862-108,517,413 der(22)




A. RP5-925J7 B. CTA-722E9

der(22) der(22)

FIGURA 26. t(X,22)(g22;913) - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 22: (A) A
hibridagdo in situ fluorescente do clone RP5-925J7 revelou sinais de hibridacdo, de intensidades
semelhantes, nos cromossomos 22, der(22) e der(X). Esses resultados sugeriram a presenca de duplicacdo
de segmento do cromossomo 22 no cromossomo der(X). (B) A hibridacéo in situ fluorescente do clone
CTA-722E9 revelou sinais de hibridacdo nos dois cromossomos derivativos, com menor intensidade no
cromossomo der(22), indicando que o clone contém o ponto de quebra do cromossomo 22.
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A. RP11-142J315 B. RP3-421120

der(22)

der(22)

C. RP4-540A13 D. RP11-265115

der(22)

FIGURA 27. t(X,22)(q22;913) - Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo X: A
hibridaco in situ fluorescente dos clones RP11-142J15 (A) e RP3-421120 (B) revelou sinais de
hibridacdo, de intensidades semelhantes, nos cromossomos X, der(X) e der(22). Esses resultados
sugeriram a presenca de duplicacéo de segmento do cromossomo X no cromossomo der(22). (C) e (D), A
hibridacdo in situ fluorescente dos clones RP4-540A13 (C) e RP11-265115 (D) revelou sinais de
hibridacéo de intensidades diferentes nos cromossomos der(X) e der(22) e, portanto esses clones contém
0 ponto de quebra no cromossomo X.

¢ Investigacao de perdas e ganhos de segmentos submicroscopicos por a-CGH

As duplicacBes indicadas na analise por FISH foram confirmadas por a-CGH
(Human Genome CGH Microarray Kit 2x105A, Agilent). Essa anélise identificou um
ganho de nimero de copia de um segmento de aproximadamente 490 kb em 22q13.32-
33 (Chr22:47,732,501-48,219 ,751) (Figura 28).

No cromossomo X, a analise, utilizando a mesma plataforma, identificou uma
duplicacdo em Xq22.1-22.2 (Figura 29A). Para refinar os pontos de quebra dessa
duplicacdo, analisamos o rearranjo utilizando uma plataforma dedicada ao cromossomo

X (Custom Microarray 2x105A, Agilent Technologies). A analise identificou um ganho
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de um segmento de aproximadamente 570 kb, em Xg22.1-22.2 (chrX:102,416,033-
102,973,44) (Figura 29B).
A andlise por a-CGH dos genitores da paciente ndo revelou alteracBes nos

cromossomos X e 22.
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FIGURA 28. Duplicacio em 22g13.32-33: A duplicacdo no cromossomo 22 foi confirmada por
a-CGH (Plataforma 105A, Agilent): (A) O perfil do cromossomo 22 evidencia a duplicacdo de segmento
em 22¢13.32-33. (B) O segmento duplicado esta representado pela linha azul. Variagdes no nimero de
copias (CNV) em vermelho. (C) O mapa do segmento de 490kb (Chr22:47,732,501-48,219,75), que
corresponde a regido da duplicacdo, mostra os clones RP5-925J7 (em verde), que foi identificado como
duplicado apés FISH, e o CTA-722E9, em vermelho, que contém o ponto de quebra, estando mapeado na
porcéo distal da duplicacdo. N&o ha genes mapeados nessa regido. (Adaptado do UCSC, hg 18).
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FIGURA 29. Duplicacdo em Xg22.1-22.2: A duplicagdo no cromossomo X foi confirmada por
a-CGH. (A) O perfil do cromossomo X (Plataforma Human Genome CGH Microarray Kit 2x105A,
Agilent technologies) evidencia a duplicacdo em Xg22.1-22.2. (B) Em Xg22.1-22.2, a extensdo da
duplicacdo estd representada (B1l) pela linha bege (Human Genome CGH Microarray Kit 2x105A,
Agilent; e (B2) pela linha azul (X chromosome custom microarray 2x105A, Agilent). Nao ha variacdes no
namero de cépias (CNV) mapeadas na regido. (C) O segmento duplicado em Xq22.1-22.2 esta destacado
no retangulo de linha interrompida. O mapa do segmento de 557 kb (chrX:102,416,033-102,973,440), que
corresponde & regido da duplicacdo, mostra 14 genes, incluindo o PLP1 (indicado pela seta), e os clones
utilizados nos experimentos de FISH - RP3-421120 e RP11-142J15 (duplicados), RP11 265115 e RP4
540A13, que contém, respectivamente, 0s pontos de quebra proximal e distal da duplicacdo. (Adaptado
do UCSC, hg 18).
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e Genes mapeados nos segmentos das duplicagdes

N&o ha genes mapeados no segmento duplicado do cromossomo 22 (Figura 28).
Quatorze genes estdo mapeados no segmento duplicado do cromossomo X: TCEALS,
BEX2M, TCEAL7, WEBP5, NGFRAP1, RAB40A, TCEAL4, TCLEA3, TCLEA1,
MORF4L2, TMEM31, GLRA4, PLP1 e RAB9B) (Figura 28, Tabela 14). Os genes
TCEALS e RAB9B estdo localizados, respectivamente, nos pontos de quebra proximal e
distal da duplicacdo no cromossomo X e foram, portanto, interrompidos pelo rearranjo
(Figura 29).

e Padréo de inativa¢do do cromossomo X

Determinamos o padrdo de inativacdo do cromossomo X em linfécitos de sangue
periférico da paciente, com base na metilacdo do gene AR e também citologicamente em
metafases, ap6s incorporacdo de 5-BrdU, nas Gltimas seis horas de cultura e coloragdo
por acridina laranja. A analise de 60 metafases mostrou que o cromossomo X normal
era sempre o cromossomo X de duplicacdo tardia, mostrando o padrdo tipico de
incorporacdo de 5-BrdU (Figura 30). Assim, pudemos concluir que, em linfocitos, o
cromossomo X normal esté inativo e o der(X) ativo. Esse padrdo de inativacdo torna as
células funcionalmente equilibradas quanto aos segmentos translocados e € o0 que se
observa na maioria das portadoras de translocac@es equilibradas entre o cromossomo X
e um autossomo (Schmidt e Du Sart, 1992).

A analise do padrdo de metilacdo do gene AR revelou desvio de inativacdo, com
0 mesmo cromossomo inativo em 82% das células (Figura 31). O alelo materno estava
no cromossomo X predominantemente inativo, que a analise citogenética mostrou ser o
X estruturalmente normal. Portanto, podemos concluir que o cromossomo X

participante da translocacéo é o paterno.
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Tabela 14: Genes mapeados no segmento duplicado do cromossomo X.

Gene Proteina
TCEAL 1, 35 e 7 Membros da familia TCEAL podem atuar como uma fosfoproteinas que
(transcription elongation modulam a transcricdo génica.

factor A (SlII)-like)

BEX2 (brain expressed X-
linked 2)

MORF4L2 (mortality factor
4 like 2)

PLP1(proteolipid protein 1)

RAB9B (RAB9B, member
RAS oncogene family)

NGFRAP (nerve growth
factor receptor (TNFRSF16)
associated protein 1);
RAB40A (RAB40A, member
RAS oncogene family);
GLRA4 (glycine receptor,
alpha 4);

WBP5(WW domain binding
protein 5);
TMEM31(transmembrane
protein 31)

Esse gene tem atividade de supressor de tumor e esta silenciado em gliomas
humanos (Foltz et al., 2006). Em células de cancer de mama, o produto
génico modula a apoptose, em resposta ao estrogeno e ao tamoxifeno e
aumenta o efeito anti-proliferativo do tamoxifeno (Naderi et al., 2007).

A proteina atua como regulador transcricional e, de acordo com o tipo
celular, atua como ativador ou repressor do promotor B-myb (Tominaga et
al., 2003).

Esse gene codifica o principal componente da mielina no sistema nervoso
central. Mutacbes no PLP1 causam a doenca de Pelizaeus-Merzbacher
(PMD), caracterizada pela desmielinizacdo do sistema nervoso central.
(Inoue et al., 2005).

Membros da familia de proteinas RAB atuam no transporte vesicular e
localizam-se em compartimentos intercelulares especificos (Seki et al.,
2000). RAB9B pode atuar no transporte endossomo-Golgi.

Todos codificadores de proteinas, sem fungéo conhecida.
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FIGURA 30. Padrdo de inativagdo do cromossomo X, ap6s incorporagdo de 5-BrdU e
coloracdo por acridina laranja: O cromossomo X normal apresentou o padrdo de incorporacdo de 5-
BrdU, tipico do cromossomo X de duplicacdo tardia, nas 60 metafases analisadas.
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FIGURA 31. Padré&o de inativacdo do cromossomo X, determinado com base na metilacdo
do gene AR: Os alelos foram amplificados a partir do DNA gendmico, ndo digerido (graficos A,C, E) e
digerido pela enzima Hpall, sensivel a metilacdo (graficos B, D, F). Apos digestdo, apenas os alelos
metilados, no X inativo, sdo amplificados. A razdo de inativacdo (18:82) mostra que 0 mesmo alelo esta
inativo em 82% das células. A comparacdo dos alelos da paciente com os de seus genitores mostra que o

alelo preponderantemente inativo na paciente é o materno.
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e Genes candidatos

A andlise da translocagédo aparentemente equilibrada t(X;22)(g22;q13), por FISH
e a-CGH, revelou a complexidade do rearranjo: uma copia adicional de segmento do
cromossomo 22 localiza-se no ponto de quebra do cromossomo X e uma copia adicional
de segmento do cromossomo X esté localizada no ponto de quebra do cromossomo 22.
As duplicacdes foram claramente evidenciadas por a-CGH, que permitiu delimitar sua
extensdo, mas foi a técnica de FISH que permitiu localizar as sequéncias duplicadas nos
pontos de quebra da translocacao.

N&o ha genes mapeados no segmento duplicado do cromossomo 22 (Figura 28).
Existem algumas variagdes no numero de copias (CNV) na regido. No banco de dados
DECIPHER, hé trés pacientes (1874, 248402 e 248912), que apresentam duplicacdes
comparaveis as de nossa paciente, tendo sido herdadas de genitores normais.

Quatorze genes estdo mapeados no segmento duplicado do cromossomo X. A
manutencdo do cromossomo der(X) como o ativo na totalidade ou na maioria das
células de portadoras de translocacdes equilibradas t(X;A) pode ser responsavel pela
manifestacdo de quadros clinicos resultantes da interrupcao de genes no cromossomo X,
permitindo, inclusive, a identificacdo dos genes relacionados a esses fenétipos (ver, por
exemplo, Zatz et al., 1981). O interessante no caso de nossa paciente é que suas células
terdo sempre duas coOpias ativas do segmento duplicado do cromossomo X,
independentemente de o cromossomo normal ou o translocado ser o inativo, pois ha
copias desse segmento presentes no cromossomo X, no der(X) e também no
cromossomo 22, esta sempre ativa.

Um dos genes duplicados no cromossomo X é PLP1 (proteolipid protein 1)
(Figura 29), que codifica o principal componente da mielina no sistema nervoso central
(Garbern et al., 2007). Mutagdes intragénicas ou alteracbes no nimero de copias do
PLP1 causam a doenca de Pelizaeus-Merzbacher (PMD, MIM 312080), caracterizada
por hipomielinizacdo do sistema nervoso central. Afeta principalmente homens, com
heranca recessiva ligada ao X. Existem duas formas principais da doenca, 0s tipos
congénito e classico (Inoue et al., 2005). No tipo classico, as manifestacGes iniciais
incluem hipotonia, nistagmo e atraso do desenvolvimento motor, notados no primeiro
ano de vida. Mais tarde, o nistagmo pode desaparecer, mas surgem outros sinais, como
espasticidade, ataxia e movimentos coreoatetdicos. A evolugdo do quadro clinico € lenta
na primeira década de vida, mas posteriormente a deterioracdo é mais rapida, a morte

ocorrendo geralmente no inicio da idade adulta. Ja a forma congénita € menos frequente
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e geralmente tem curso mais grave. Os pacientes mostram atraso do desenvolvimento
psicomotor e graves sintomas neuroldgicos. Tém dificuldade para alimentar-se, estridor
e contratura progressiva das extremidades devido a espasticidade. Podem apresentar
convulsdes. Na maioria das vezes a morte ocorre na primeira década de vida. Alteracdes
no gene PLP1 também resultam em paraplegia espastica tipo 2 (SPG2), em que 0s
afetados apresentam fraqueza progressiva e espasticidade das extremidades inferiores
(Saugier-Veber et al., 1994).

Nossa paciente foi encaminhada para avaliacdo genética, sem hipotese
diagnostica. Foi reavaliada, pelo neurologista, Dr. Fernando Kok, em nosso Servico de
Aconselhamento Genético. Esse exame apontou o diagnostico de PMD. A ressonancia
magnética, mostrando quadro de hipomielinizacdo, veio apoiar esse diagndstico. A
paciente ndo apresentava sinais que pudessem ser considerados como atipicos da doenca
e ndo ha evidéncia na literatura de que outros genes mapeados proximos ao PLP1,
incluidos do segmento duplicado do cromossomo X, possam estar contribuindo para seu

quadro clinico.

e OgenePLP1

A expressdo do gene PLP1 é predominante em oligodendrocitos e correlaciona-
se com o inicio da mielinizacdo no terceiro trimestre da vida intrauterina. A proteina
PLP1 constitui até 50% das proteinas da mielina. Camundongos nocaute quanto ao Plpl
se desenvolvem normalmente e sdo capazes de produzir quantidades normais de
mielina, que, no entanto, parece ser menos estavel e menos densa que a mielina de
camundongos selvagens, sugerindo que a funcdo do gene esteja relacionada a
estabilizacdo e a manutencdo da mielina (Jurevics et al., 2003). O PLP1 também é
expresso em células de Schwann, neurénios motores, neurdnios corticais e do tronco

cerebral, cardiomidcitos, timo e baco.

a) O gene PLP1 e a doenca de Pelizaeus-Merzbacher
A maioria dos casos de PMD (60 a 70%,) estdo associados a duplicacbes do
gene PLP1 (Mimault et al., 1999), mas mutacbes na regido codificadora do gene e
delecbes do PLP1 ja foram associados ao espectro fenotipico da doenca. Parece haver
correlacdo entre o tipo de mutacdo e a gravidade do quadro clinico (Woodward, 2008).
Portadores de duplicacbes, que em geral variam quanto ao tamanho, tém
predominantemente o fendtipo classico da doenca. A auséncia da proteina PLP1, devido

a delecOes do gene ou a mutacgdes nulas, causa uma forma mais branda de PMD ou o
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fenotipo de SPG2. A forma congénita estd frequentemente associada a mutagdes
nonsense. Mas, em cerca de 10 a 20% dos casos de PMD, a base molecular permanece
desconhecida. AlteracGes na regulacdo do PLP1 pode ser o mecanismo responsavel
nesses casos. Por exemplo, Muncke et al. (2004) descreveram um paciente com
diagnostico de PMD portador de inversdo no cromossomo X. O ponto de quebra em
Xq22 foi mapeado 70 kb upstream ao gene PLP1, em um intron do gene GLRA4. Como
esse gene foi descartado como candidato devido a sua funcéo, um efeito de posicao foi
proposto como principal causa da doenca, determinando aumento da expressdo do gene
PLP1, similar ao que ocorre nos quadros associados a duplicacdo do gene. Em outro
estudo, Lee et al. (2006) detectaram uma duplicacdo de 150 kb mapeada 136 kb
downstream ao PLP1 em um paciente com SPG2. Como o fen6tipo do paciente estava
mais préximo ao de portadores de muta¢6es nulas no PLP1, os autores sugerem que as
manifestacdes clinicas do paciente resultaram do silenciamento do gene, por efeito de
posicao (Lee et al., 2006).

A maioria dos afetados pela PMD s&o homens e as mulheres heterozigotas séo,
em geral, assintomaticas. No entanto, em familias de portadores de mutacdes nonsense,
associadas a um fendtipo mais brando da doenca, podem ocorrer mulheres afetadas.
Essas mulheres tém um quadro mais leve da doenca, com aparecimento mais tardio, em
comparacao aos homens afetados da familia (Bond et al., 1997; Sivakumar et al., 1999).
Esse padrdo pode ser explicado pela inativacdo do X (Woodward et al., 2000). Nos
casos de mutacdes associadas a fenotipo mais brando nos homens, a inativacdo seria
casual, permitindo a manifestacdo nas mulheres; ja nos casos de mutagdes com
manifestacOes graves nos homens, o desvio de inativagdo com o cromossomo normal
predominantemente ativo levaria a auséncia ou abrandamento do quadro clinico. Em
geral, em mulheres portadoras de mutacGes missense ou duplicacdes do PLP1, o
cromossomo X portador da alteracdo € preferencialmente inativo. J& em mulheres
portadoras de mutagdes nulas, ndo ocorrem desvios importantes do padrdo de inativacao
do cromossomo X. Inoue et al. (2001) propuseram que oligodendrdcitos que super
expressam 0 PLP1 ou portadores de mutagdes missense seriam eliminados por
apoptose, mas oligodendrdcitos portadores de mutagdes nulas sobreviveriam.

Apesar de a maioria das duplicacdes do gene PLP1 ter uma orientacdo head to
tail em Xq22, ja foram descritos pacientes portadores de rearranjos complexos,
incluindo casos em que ocorrem trés ou quatro copias do gene (Wolf et al., 2005). A

copia adicional do segmento que inclui o PLP1 pode estar inserida em outras regides do
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cromossomo X (Hodes et al., 2000; Woodward et al., 2003) ou, mais raramente, em um
autossomo (Inoue et al., 2002; Yiu et al., 2009). a)

b) Mulheres sintomaticas portadoras de duplicacdes que incluem o
gene PLP1

As heterozigotas quanto a duplicagbes no gene PLP1 ndo apresentam
manifestacdes clinicas, com raras exce¢des (Carrozzo et al., 1997; Inoue et al., 2001;
Yiu et al., 2009; Carvalho et al., 2011). Inoue et al. (2001) descreveram duas mulheres
portadoras de duplicagdes em tandem que incluiam o PLP1, uma delas com quadro
moderado de PMD e a outra, apresentando paraplegia espastica. Nos dois casos, ndo
havia desvio no padrdo de inativagdo do cromossomo X. Recentemente, Carvalho et al.
(2011) identificaram uma duplicacdo complexa familial de 11 Mb que incluia o gene
PLP1. Nessa familia, além de um menino afetado, trés mulheres, mée e duas filhas,
apresentaram alguns sinais de PMD, incluindo leve atraso de desenvolvimento
psicomotor e atraso de crescimento nos primeiros anos de vida. O padréo de inativacao
do cromossomo X em sangue periférico ndo mostrou desvio nas filhas e havia um
desvio moderado favoravel ao alelo normal, na mée.

Além da nossa paciente, existem apenas duas descricbes de meninas portadoras
de duplicagdes do PLP1 com sinais tipicos da doenga, incluindo grave atraso de
desenvolvimentos neuropsicomotor, presenca de nistagmo e evidencia de
hipomielinizacdo. Carrozzo et al. (1997) descreveram uma menina com quadro de PMD
portadora de duplicacdo direta do segmento Xq21.32-g24, cujo tamanho foi estimado
em 23-29 Mb. O padrdo de inativacdo do cromossomo X, em linfécitos e fibroblastos,
ndo mostrou desvio. A outra menina foi descrita por Yiu et al. (2009); era portadora de
rearranjo complexo, em que o segmento duplicado do cromossomo X, que incluia o
PLP1, estava inserido no braco curto do cromossomo 1. O segmento 1p36 também
estava duplicado. Nesse caso, como em nossa paciente, a presenca de duas coépias
funcionais do PLP1, independe do padrdo de inativagdo do cromossomo X, pois 0
segmento duplicado estd em um autossomo.

As duplicagOes descritas por Carrozzo et al. (1997), Inoue et al. (2001) e
Carvalho et al. (2011) ocorreram no proprio cromossomo X. Nesses casos seria
esperado um desvio do padrédo de inativagdo, com a inativacdo, na maioria das células,
do cromossomo X portador da duplicacdo. No entanto, a anélise no sangue periférico
dessas mulheres ndo revelou desvios significativos de inativagdo. N&o ha informacéo do

tamanho das duplicacbes descritas por Inoue et al. (2001), mas as outras duas
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duplicacdes sdo as maiores ja associadas ao fendtipo de PMD. Carvalho et al. (2011)
propdem que o tamanho da duplicacdo contribui para a penetrancia da doenca em
mulheres afetadas. Uma das hipoteses é que no cérebro o desvio do cromossomo X seja
diferente daquele detectado em linfocitos do sangue periférico. Alternativamente, outros
genes ou elementos funcionais incluidos na duplicacdo poderiam alterar os padrdes de
expressdo temporal ou tecido-especifico do PLP1. Outra hipétese é que genes sensiveis
a dosagem no segmento duplicado escapem a inativagdo do cromossomo X e
contribuam para o fenétipo. No caso da paciente portadora da duplicacdo de 23-29 Mb
(Carrozzo et al., 1997), a presenca de sinais ndo tipicos da PMD, como alteracGes
esqueléticas e albinismo, € indicativa de que outros genes mapeados no segmento
duplicado estejam contribuindo para o fendtipo .

Em nossa paciente, a duplicacdo tem apenas 570 kb e, portanto, sua extensao
ndo parece ser o fator importante para sua manifestacdo. Assim como no caso do
rearranjo descrito por Yiu et al. (2009), a manifestacdo clinica deve decorrer
basicamente de o segmento extra do cromossomo X, que inclui o PLP1, localizar-se em
um autossomo. Consequentemente, independente do padrdo de inativacdo do
cromossomo X existem, em todas as células, duas copias funcionais do PLP1.

Dois estudos sugerem que nem sempre a coOpia adicional inserida num
autossomo estaria ativa. Ida et al. (2003) descreveram uma portadora de inser¢do do
segmento Xq22-g23 no braco longo do cromossomo 3 (3g25.3). Em 92% dos linfocitos
analisados, o cromossomo X portador da delecdo estava inativo. A paciente possuia,
portanto, duas coOpias potencialmente funcionais do PLP1, mas ndo apresentava
sintomas de PMD, aos cinco anos de idade. Entretanto, nesse caso, o fen6tipo poderia
ser explicado, se o cromossomo X com a delecdo estivesse preferencialmente ativo em
oligodendrocitos, o que determinaria uma Unica copia funcional do PLP1, a do
autossomo Em outro estudo, Inoue et al. (2002) identificaram duas copias do PLP1,
uma delas inserida no telémero do cromossomo 19, em um menino fenotipicamente
normal. Os autores sugerem que 0 gene, no cromossomo derivativo 19, foi silenciado
devido a proximidade a regides de sequéncias repetitivas do telémero. Portanto, a
expressao do PLP1 em um autossomo pode depender da estrutura da cromatina proxima
ao gene. Outra questdo refere-se a propria regido reguladora do gene. Rearranjos com
pontos de quebra 70 kb upstream e 136 kb downstream ao gene estdo associados a
expressdo alterada do PLP1, indicando que elementos reguladores localizados distantes

do gene devem ser translocados ou inseridos junto com o PLP1 para que ocorra
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expressao adequada do gene. Podemos, assim, admitir que, na t(X;22)(q22;g13) que
descrevemos, a copia extra do PLP1 foi translocada para uma regido de cromatina
favoravel a expressdo .do gene no cromossomo 22 e que elementos reguladores préprios
do PLP1 também devem ter sido translocados Esses fatores permitiriam que nos
oligodendrocitos, os niveis de expressdo do PLP1 no cromossomo 22, aliado a
expressdo do gene no cromossomo X ativo, levassem a manifestacdo da doenga.

Na maioria das mulheres portadoras de translocagdes X;autossomo observa-se
inativacdo preferencial do cromossomo X normal. Esse padrdo seria consequéncia da
selecdo de células em que estd mantida a dose dos genes ativos no cromossomo X. As
excecOes ocorrem para pontos de quebras préximos as extremidades do cromossomo,
levando a dissomia funcional de pequenos segmentos (Schmidt e Du Sart, 1992). Na
translocacdo t(X;22)(g22;q13) aqui descrita, espera-se que ocorra selecdo contraria a
células com o cromossomo normal ativo devido a dissomia funcional do segmento
Xg22-Xqter. Nas 60 metafases de linfocitos analisadas o cromossomo X normal teve
replicagéo tardia e, portanto, estava inativo. Por outro lado, a inativacdo do cromossomo
X, com base na analise da metilacdo do gene AR, revelou razdo de inativacdo 82:18,
observada em sangue periférico de cerca de 10% das mulheres adultas da populagéo
(Amos-Landgraf et al., 2006). Essa analise abrange os leucdcitos em geral, enquanto a
andlise citoldgica restringe-se as metéfases de linfdcitos T, aqueles estimulados pela
fitohemaglutinina para se multiplicarem. A sele¢do contraria a dissomia do cromossomo

X poderia ser mais efetiva nessas células.

e Mecanismo de formacéo da translocacéo t(X;22)

Na maioria das doengas gendmicas associadas a duplicacdes, como a doenga de
Charcot-Marie-Tooth tipo 1 (CMT1A), observa-se recorréncia na localizagdo dos
pontos de quebra dos rearranjos. As duplicacdes se originariam por recombinacao
homologa ndo alélica (NAHR) mediada por Low-Copy Repeats (LCR) localizadas
proximas aos genes causadores das doencas. Entretanto, o tamanho das duplicacdes
associadas a PMD é variavel, indicando que NAHR ndo é o mecanismo responsavel, ou,
pelo menos, o principal. No entanto, mesmo havendo aleatoriedade na distribuicdo dos
pontos de quebra proximal e distal na geracdo da duplicagdo na PMD, a grande
concentracdo de LCR proximas ao PLP1 sugere que a arquitetura gendmica pode atuar
em sua formacdo. Woodward et al. (2005) sugerem que essas LCR geram instabilidade

genbmica, que pode induzir quebra na dupla fita do DNA proxima ao PLP1. As
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duplicacdes em tandem que incluem o PLP1 seriam iniciadas por uma quebra na dupla
fita do DNA, na espermatogénese. Para o reparo, a cromatide na qual ocorreu a quebra
invade a cromatide irmd, utilizando-a como molde. ApoOs essa etapa inicial de
recombinacdo homologa, a reparacdo das extremidades quebradas seria feita por NHEJ.
Esse mecanismo pode explicar ndo sé duplicacdes em tandem, mas também insercbes
da cdpia extra do gene em outras regides do genoma, dependendo do molde utilizado
para o reparo da quebra.

Lee et al. (2007) aplicaram sequenciamento e andalise por oligoarrays de pontos
de quebra na investigacdo das duplicacdes ndo recorrentes de PLP1. Apesar de terem
identificado duplicagcbes em tandem, em 65% dos casos 0S rearranjos eram mais
complexos com segmentos duplicados interrompidos por segmentos intactos, triplicados
ou deletados. O mecanismo de Fork Stalling and Template Switching (FOSTES) foi
proposto para explicar a complexidade desses rearranjos. Esse mecanismo baseia-se na
correcdo da duplicacdo do DNA, interrompida por lesdes ou formagdo de estruturas
secundarias. Diante da interrupcdo da forquilha de duplicacdo, a fita lagging invade
outras forquilhas proximas, até completar a duplicacdo da fita original.

A grande maioria dos desequilibrios submicroscépicos, detectados em cis aos
rearranjos aparentemente equilibrados, séo dele¢des (Higgs et al., 2008, Sismani et al.,
2008; Schluth-Bolard et al., 2009). Na literatura, hd apenas um exemplo de translocagéo
reciproca constitucional com duplicacdo de centenas de quilobases no ponto de quebra
(Cox et al., 2003). O estudo da t(X;8)(q28;912) identificou a duplicacdo de um
segmento de 650 kb do cromossomo X, que estava presente nos pontos de quebra dos
cromossomos derivativos der(X) e der(8). Ja no rearranjo t(X;22)(q22;q13), que
estudamos, foram detectadas duplicacbes de sequéncias de ambos 0S Cromossomos
participantes da translocacdo e as cOpias adicionais estavam presente nos dois
cromossomos derivativos.

Recentemente, ao estudar linhagens de células de cancer de mama, Howarth et
al. (2011) identificaram duplicagdes de segmentos de dezenas ou centenas de quilobases
nas juncdes dos pontos de quebras de translocacBes reciprocas somaéticas, estando a
mesma sequéncia presente nos dois produtos da translocacdo. Esses rearranjos
somaticos sdo similares ao rearranjo complexo constitutivo descrito por Cox et al.
(2003). Howarth et al. (2011) propuseram um modelo para explicar a formagao desses
rearranjos, em que as duplicacGes séo produzidas a partir de uma bolha de replicacéo do

DNA, formada por duas forquilhas de replicacdo, com as sequéncias duplicadas no
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centro (Figura 32). Quebras na dupla fita do DNA ou trocas de forquilhas em regides
especificas, seguidas de quebras no outro cromossomo levariam a formacdo da
translocacdo. Apesar da semelhanca com outros modelos baseados na duplicacdo do
DNA, o modelo proposto por Howarth et al. (2011) baseia-se em bolhas de replicacao
formadas por pares de forquilhas de replicacdo, e ndo forquilhas individuais, como o
modelo FoSTeS. Os rearranjos podem ocorrer simultaneamente nas duas forquilhas ou
sequencialmente, mas as duas forquilhas, que tém inicio em uma mesma origem de
replicacdo, podem estar juntas, tornando mais provavel que ambas as forquilhas sejam
afetadas ao mesmo tempo. O modelo ndo especifica como um par de forquilhas de
replicacdo de um cromossomo pode aproximar-se de um par de forquilhas de outro
cromossomo ou se ocorrem simples quebras entre os cromossomos. Como micro-
homologias foram detectadas nos pontos de quebras das translocacfes reciprocas
estudadas, os autores, baseando-se no modelo FoSTeS, afirmam que, havendo
paralizagéo da replicagdo de uma fita de DNA em uma forquilha, em virtude de lesdes
de fita unica no DNA ou da presenca de estruturas secundarias, o restabelecimento da
replicacdo pode ocorrer em outra forquilha de replicacdo com micro-homologia de
apenas alguns pares de bases, que, nesse caso, estdo localizadas em outro cromossomo.
Como resultado a alca que estd sendo sintetizada € ligada a sequéncias do outro
cromossomo. O mecanismo baseado em bolhas de replicacdo explicaria a formacéo da
t(X;22)(g22;913) que descrevemos. Como nesse rearranjo foram identificadas
sequéncias duplicadas de segmentos de ambos 0s cromossomos, com tamanhos
aproximados (490-570kb), sugerimos que as bolhas de replicacdo nos cromossomos X e
22 tenham completado estagio similar da sintese quando o rearranjo ocorreu. Esse
modelo também pode explicar translocacGes com delecdes de segmentos localizados
nos pontos de quebra (Figura 32D).

E intrigante a diversidade de rearranjos associados ao PLP1. Uma hip6tese é que
as LCR localizadas préximas ao gene tornem a regido suscetivel a formacdo de
diferentes tipos de rearranjos. Esses rearranjos se formariam por um Gnico mecanismo
ou cada tipo de rearranjo teria um mecanismo particular. Duplicagdes em tandem e
inser¢0es podem-se formar a partir de quebra na dupla fita do DNA. No entanto,
rearranjos complexos parecem formar-se a partir de mecanismos baseados em erros na
replicacdo do DNA, tal como o FoSTeS e 0 modelo de bolha de replicacéo, proposto por
Howarth et al. (2011). A translocacédo t(X;22)(g22;q13), que descrevemos, incluindo a

duplicacdo de PLP1, constitui exemplo da complexidade desses eventos.
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FIGURA 32. Bolhas de replicacdo como mecanismo para a formagdo da translocacdo
t(X;22)(q22;q13): (A) Cromossomos X e 22: cada fita do DNA do cromossomo X é representada por
uma linha marrom e outra verde, e do cromossomo 22 por uma linha preta e outra azul; o circulo cinza
representa o centromero. (B) A replicacdo do DNA se inicia nas bolhas de replicagdo. O complexo da
polimerase é representado por circulos cinza claro. Quebras ou trocas de fita molde (linhas interrompidas
roxas) originam a translocacéo entre os cromossomos X e 22. A replicagdo procede e as cromatides irmas
separam-se nas células filhas. (C) Uma das células filhas herda os cromossomos translocados com duas
copias dos mesmos segmentos, duplicagdes, nos pontos de quebras dos cromossomos X e 22. (D) A outra
célula filhas herda a translocacdo com perda dos segmentos localizados entre os pontos de quebra dos
cromossomos X e 22. (Adaptada de Howarth et al., 2011).
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IV.4 Translocagdo cromossomica familial associada a duplicacdo e delegdes
submicroscépicas

e Aspectos Clinicos

O probando (Figura 33, 111-4), filho de pais ndo consanguineos, nasceu por
operagdo cesareana, com peso de 2.640 g (5° percentil). Nos primeiros cinco meses de
idade, teve problemas para alimentar-se, com regurgitacdes frequentes. Sentou sem
apoio aos oito meses e andou com um ano e quatro meses de idade. Teve atraso na
aquisicdo da fala, falando apenas palavras isoladas até quatro anos de idade. Examinado
no Servigo de Aconselhamento Genético LGH-USP, aos seis anos de idade, sua estatura
era de 117 cm (entre os percentis 50° e 75°) e seu peso era de 22 kg (entre 50° e 75°
percentis). Apresentava turricefalia, ficies achatada, testa curta; sinofris, esbogo de
epicanto, distancia intercantal interna de 28,4 mm (entre 50° e 75° percentil), distancia
intercantal externa de 80 mm (entre 50° e 75° percentil), cilios longos, ponte nasal
baixa, palato alto e estreito; orelhas pequenas e de implantacdo baixa e hipoplasia da
cartilagem auricular. As méos apresentavam braquidactilia, sindactilia e clinodactilia de
5° dedo; havia prega palmar Gnica na méo esquerda. A distancia entre os 1° e 2° artelhos
estava aumentada, em ambos os pés. Tinha dificuldade de aprendizado. Reexaminado
aos 15 anos de idade, sua estatura era de 164 cm (25° percentil), peso de 62,9 kg (75°
percentil) e perimetro cefalico de 55 cm (50° percentil). Continuava com dificuldades
escolares e fora encaminhado para avaliacao fonoaudioldgica.

A made e o irmdao mais velho do probando apresentavam sinais clinicos
semelhantes ao dele, tendo o irmé&o dificuldade de aprendizado mais marcante. O irméo
mais novo do probando era clinicamente normal.

O irmdo mais velho do probando (111-3) nasceu por operacdo cesareana, a termo,
pesando 3.250 g (25° percentil). Andou com um ano e dois meses de idade. O exame
clinico, aos oito anos, revelou estatura de 135 cm (percentil 90°) e peso de 33 kg (entre
os percentis 90° e 97°). Apresentava turricefalia, facies achatada, testa alta, esboco de
sin6fris, epicanto, distancia intercantal interna de 30 mm (entre 50° e 75° percentil) e
externa de 82 mm (entre os percentis 75° e 97°), ponte nasal baixa, palato alto e estreito
e orelhas de implantagdo baixa. As mé&os apresentavam braquidactilia, além de
clinodactilia de 5% dedos. Tinha dificuldade de aprendizado grave. Reexaminado aos 17
anos de idade, sua estatura era de 174 cm (<50° percentil), peso de 71,2 kg (<75°
percentil) e perimetro cefalico de 57,5 cm (+2SD). O paciente tinha graves dificuldades

escolares.
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Aos 32 anos, a mée do probando (11-4) tinha estatura de 155 cm (entre 0 10° e
25° percentis) e peso de 73 kg (entre os percentis 90° e 97°). Apresentava turricefalia,
hipoplasia da por¢cdo média da face, orelhas de implantacéo baixa com lobo hipoplésico,
ligado e com fissuras, ponte nasal baixa, boca com cantos voltados para baixo,
braquidactilia e clinodactilia de 5° dedos, bilateralmente. Teve dificuldade de
aprendizado, cursando até a 82 série do ensino fundamental.

A avé materna (I-2), um tio (11-6) e uma tia (I1-3) do probando também
apresentavam sinais clinicos semelhantes aos dos outros membros afetados da familia e
graus variaveis de dificuldade de aprendizado, sendo o tio mais afetado. Essas pessoas
ndo foram examinadas pela equipe médica do Servico de Aconselhamento Genético
LGH-USP, que pdde apenas avaliar suas fotografias. A avé do probando faleceu aos 77
anos, devido a problemas cardiacos.

O exame cromossdmico realizado em linfocitos de sangue periférico apds
bandamento G identificou em todos os membros afetados da familia uma translocagéo
reciproca entre o braco curto do cromossomo 2 e 0 bra¢o longo do cromossomo 22
t(2;22)(p14;912) (Figuras 33 e 34). A translocacdo ndo estava presente no irméo

fenotipicamente normal do probando.

i[O

i
] )

FIGURA 33. Segregacdo da translocacdo: Os individuos afetados da familia (simbolos
preenchidos), incluindo o probando (seta) sdo portadores da translocacédo (1-2, 11-3,4,6, 111-3, 4). O pai (lI-
5) e um dos irmaos do probando (111-5) sdo fenotipicamente normais e nao portadores da translocacdo. Os
demais individuos, todos clinicamente normais, ndo foram examinados.
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FIGURA 34. t(2;22)(p14;912): Ideograma (ISCN 2009; caridtipo com 550 bandas G) )dos
cromossomos 2, 22 e dos derivativos der(2) e der(22). As setas representam os pontos de quebra da
translocacéo.

e Mapeamento dos pontos de quebra da translocagdo por FISH

Em estudo anterior do laboratorio, os pontos de quebra da translocacdo foram
mapeados utilizando FISH (Fonseca, 2005). O ponto de quebra do cromossomo 2 foi
localizado em 2pl14, no BAC RP11-926D3 (chr2:64,982,251-65,158,975, CRCh36
Assembly, hgl8), em um segmento de cerca de 42 Kb (chr2:65,062,508-65,104,920),
delimitado pelos BAC RP11-953F8 (chr2:64,882,058-65,062,508) e RP11-350H15
(chr2:65,104,920-65,270,305). O gene SLC1A4 esta contido nesse segmento [solute
carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), member 4] que, portanto,
foi interrompido pela quebra no cromossomo 2. O gene SLC1A4 codifica um
transportador de aminoacido dependente de sédio.

No cromossomo 22, o ponto de quebra foi mapeado no BAC RP11-872124
(chr22:26,966,358-27,123,851), em 22g12.2, num segmento de aproximadamente 22 kb
(chr22:26,984,643-27,006,853), delimitado pelos BAC RP11-335E3 (chr22:27,006,853-
27,055,142) e RP11-100614 (chr22:26,826,160-26,984,643). Nenhum gene esta

mapeado nesse intervalo.

e Investigacdo de perdas e ganhos de segmentos submicroscépicos por
a-CGH e validacéo por FISH

Prosseguimos a analise da translocacdo, com a busca de duplicacdes e delecdes
submicroscépicas, por meio de a-CGH. Na investigacdo dos pacientes 11-3, 11-4 e 111-4
(Figura 33), utilizamos a plataforma Human Genome CGH Microarray 105A (Agilent
Technologies, Califérnia), e para os individuos 111-3 e I11-5, a plataforma SurePrint G3

Human CGH Microarray 60K (Agilent Technologies, Califérnia). Como nao
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dispunhamos de DNA dos pacientes I-2 e 11-6, a presenca das alteracdes, nesses casos,
foi investigada apenas por FISH.

No probando (111-4) foram detectadas duas alteragcdes no cromossomo 5 (Figura
35A): uma delecdo de 1,4 Mb em 5pl15.1 (chr5:15,150,402-16,604,445; Human
GRCh36 Assembly, hgl8) (Figura 35 B) e uma duplicacdo de 6,6 Mb em 5023.2—q23.3
(chr5:123,826,017-130,460,873) (Figura 37). A delecdo no brago curto de um dos
cromossomos 5 foi confirmada por FISH (Figura 35D). A hibridacdo de sondas
mapeadas no segmento duplicado do braco longo do cromossomo 5 mostrou que a
sequéncia adicional estava inserida no ponto de quebra ou préxima ao ponto de quebra
do cromossomo derivativo 22, der(22) (Figuras 37C e 39).

A investigacdo dessas alteragdes do cromossomo 5 foi realizada em outros
membros da familia por a-CGH ou FISH. A delecdo no cromossomo 5 foi detectada na
avo (1-2), na mée (l1-4) e na tia (11-3) do probando, todas afetadas, mas também em seu
irm&o clinicamente normal (I11-5); ndo estava, entretanto, presente em dois individuos
afetados, o tio (I1-6) e o irmdo (I11-3) do probando (Figura 36). Portanto, a delecdo em
5p15.1 ndo segregava com o quadro clinico na familia.

Por outro lado, a duplica¢do no braco longo do cromossomo 5 estava segregando
com o quadro clinico, juntamente com a translocacdo: estava presente em todos os
afetados, mas n&o no irméo clinicamente normal do probando (Figura 38).

A analise por a-CGH revelou que o irmdo afetado (I111-3) do probando possui,
além da duplicacdo em 5¢023.2-q23.3, uma delecdo de um segmento de 1,2 Mb, em 2p14
(chr2:65,091,268-66,337,825); essa delecdo foi confirmada por FISH (Figura 40). Na
familia, somente o tio (11-6) do probando também era portador dessa delecdo (Figura
40C). Entretanto, uma duplicacdo desse segmento do cromossomo 2 foi detectada por a-
CGH no irméo fenotipicamente normal (111-5) do probando (Figura 41). FISH da sonda
RP11-263L17 (chr2:65,420,105-65,745,898), mapeada na regido duplicada, revelou,
além dos sinais nos bracos curtos dos cromossomos 2, um sinal adicional no brago curto
do cromossomo 5. Portanto, o segmento de 2p14 adicional inseriu-se no cromossomo 5
(Figura 41C).

A localizacdo do segmento duplicado/deletado em 2pl4 foi investigada por
FISH do clone RP11-263L17 (chr2:65,420,105-65,745,898), em outros membros da
familia, nos quais ndo foram detectadas alteracfes de nimero de copias desse segmento

por a-CGH. No probando e em sua mée, tia e avd, o segmento de 2p14 também estava
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inserido em um dos cromossomos 5 (Figura 42). Denominamos de der(5) esse
Cromossomo 5 com a insergao.

A presenga de um cromossomo 5 rearranjado, contendo uma insercdo de
segmento do cromossomo 2, revelou a necessidade de reavaliagdo dos resultados do
trabalho anterior (Fonseca, 2005): a analise in silico mostrou que as sondas identificadas
como localizadas no cromossomo derivativo der(2), na verdade, deveriam estar na
regido do cromossomo 2 inserida no cromossomo 5. Assim, para redefinir os pontos de
quebra do cromossomo 2, foram utilizados os clones de BAC do estudo anterior (Tabela
15).

Tabela 15: Clones utilizados no mapeamento do ponto de quebra do segmento do cromossomo 2
inserido no cromossomo 5.

Clones Posicao (hg 18; Build 36) Sinais de hibridacao
RP11-1151A12 chr2:64,882,042-65,022,734 der(22)
RP11-953F8 chr2:64,882,058-65,062,508 der(22)
RP11-926D3 chr2:64,982,251-65,158,975 der(22);der(5)
RP11-350H15 chr2:65,104,920-65,270,305 der(5)
RP11-263L17 chr2:65,420,105-65,745,898 der(5)
RP11-554F14 chr2:66,394,108-66,576,569 der(5);der(2)
RP11-547F18 chr2:66,977,870-67,154,190 der(2)

Em metafases do probando, a hibridacéo in situ do clone RP11 926D3 produziu
sinais de hibridacdo nos cromossomos 2, der(22) e em um dos cromossomos 5, o der(5)
(Figura 43A). O clone RP11-554F14 hibridou nos cromossomos 2, der(2) e no der(5).
Esses resultados indicam que os clones RP11-926D3 e RP11-554F14 contém,
respectivamente, os pontos de quebra distal e proximal do segmento do cromossomo 2
inserido no cromossomo 5 (Figura 43B). Os clones RP11-1115A12 e RP11-953F8, que
se superpdem parcialmente ao clone RP11-926D3, produziram sinais de hibridagdo nos
cromossomos 2 e der(22); assim, o ponto de quebra distal do segmento do cromossomo
2 inserido no cromossomo 5 situa-se no segmento de 96 kb (chr2:65,062,508-
65,158,975), flanqueado por esses clones; este € o ponto de quebra do cromossomo 2,

identificado por Fonseca (2005). No entanto, € importante ressaltar que o segmento do
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cromossomo 2 inserido no cromossomo 5 no probando corresponde ao segmento
deletado em 2p14 identificado por a-CGH em seu irméo (chr2:65,091,268-66,337,825)
e, assim, o ponto de quebra distal da inser¢do mapeado por FISH (limitado a regido
chr2:65,062,508-65,158,975) contém o ponto de quebra distal da delecdo mapeado por
a-CGH em c¢hr2:65,091,268. O gene SLC1A4 (chr2:65,069,999-65,104,503) esta
contido nesse segmento e foi, portanto, interrompido pelo ponto de quebra distal da
insercdo. O ponto de quebra proximal do segmento do cromossomo 2 inserido no
cromossomo 5 esta contido no clone RP11 554F14, que mostrou sinais de hibridagéo
nos cromossomo der(2) e der(5). Na porcdo proximal desse segmento de 182 kb (chr2:
66,394,108-66,576,569) estd mapeado 0 gene MEIS1 (Meis homeobox 1); esse gene,
entretanto, ndo deve ter sido interrompido pela quebra, pois o sinal de hibridacdo, mais
fraco no cromossomo 5, indica que o ponto de quebra ocorreu mais perto da
extremidade distal do clone. O ponto de quebra proximal da insercdo do cromossomo 2
inserido no cromossomo 5 mapeado por FISH (limitado a regido chr2: 66,394,108-
66,576,56) ndo inclui a extremidade proximal da delecdo (em chr2: 66,337,825),
mapeado por a-CGH. Como foram observados sinais de hibridacdo do clone RP11
554F14 (chr2: 66,394,108-66,576,569) no der(2) e no der(22), o ponto de quebra proximal
da inser¢do do cromossomo 2 no cromossomo 5 deve estar localizado na extremidade
distal do clone RP11 554F14.

Os mesmos resultados foram obtidos com a hibridacdo desses clones do
cromossomo 2 em metafases da mée (11-4), da tia (11-3) e da avo (I-2) do probando. Em
metafases do irmédo afetado (111-3) e do tio (11-6) do probando, a hibridac&o in situ dos
clones RP11 926D3 e RP11 554F14 revelaram sinais de hibridacdo, respectivamente,
nos cromossomos der(22) e der(2), mas ndo no cromossomo 5, confirmando a auséncia
do cromossomo der(5) nessas pessoas (Figura 43C). Ja a analise em metafases do irméo
fenotipicamente normal (111-5) do probando identificou trés sinais de hibridagdo dos
clones RP11 926D3 e RP11 554F14: um em cada cromossomo 2 e o terceiro em um dos
cromossomos 5, confirmando a presenca nele do cromossomo der(5) (Figura 43D).

O estudo da translocagéo por meio de a-CGH e FISH revelou que o rearranjo
identificado inicialmente como uma translocagdo reciproca entre 0s cromossomos 2 e
22 é, na verdade, um rearranjo complexo entre trés cromossomos: t(2;5;22). Na Figura

44 estdo esquematizados 0s cromossomos derivativos e sua transmissao na familia.
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e Mecanismo de formacéao da t(2;5;22)

O mecanismo de “chromothripsis” (Stephens et al., 2011; Kloosterman et al.,
2011), proposto para a formacdo da t(10;21)(p13;g922), também podem ser responsavel
pela formacdo da t(2;5;22). A translocacdo pode ter-se originado a partir de duas
quebras no brago curto do cromossomo 2, duas no braco curto e duas outras no braco
longo do cromossomo 5 e uma quebra no braco longo do cromossomo 22. As quebras
teriam ocorrido simultaneamente. Apos reunido de extremidades quebradas, formaram-
se 0s cromossomos derivativos esquematizados na Figura 45. N&o foi observado na
familia o der(5) que deve ter sido originalmente formado, com a dele¢do do fragmento
inserido no cromossomo 22. Isso indica que o rearranjo estava presente na meiose de
um dos ancestrais da avo do probando. Uma permuta entre 0 cromossomo 5 normal e o
der(5) original, teria dado origem ao der(5) que tem o braco longo normal e o brago
curto com a insercdo do segmento de 2p14.

e A importéancia da combinagédo de a-CGH e de FISH na caracterizagéo do
rearranjo cromossémico

A andlise inicial por bandamento G identificou a translocagdo equilibrada entre o
braco curto do cromossomo 2 e braco longo do cromossomo 22 t(2;22)(p14;912), em
todos os membros afetados da familia. A caracterizacdo da t(2;22) por a-CGH e FISH
revelou a complexidade do rearranjo, ressaltando a importancia das duas ferramentas no
estudo de rearranjos equilibrados. Inicialmente, Fonseca (2005) mapeou 0s pontos de
quebra dos cromossomos derivativos 2 e 22 por FISH. O gene SLC1A4 estava mapeado
no segmento delimitado para o ponto de quebra no cromossomo 2 e foi considerado
como principal candidato ao quadro clinico. Prosseguimos a andlise, buscando
microdele¢des/microduplicacBes, por meio de a-CGH. A abordagem de andlise global
do genoma permitiu a deteccdo no probando de duas alteragfes no cromossomo 5: uma
delecdo de 1,4 Mb em 5p15.1 e uma duplicacdo de 6,6 Mb em 5¢923.2-q23.3. A avo, a
mée e a tia do probando também eram portadoras dessas altera¢cdes no cromossomo 5.
No irméo fenotipicamente normal e ndo portador da t(2;22), foi detectada a delegcéo no
braco curto do cromossomo 5. No tio e no irmdo afetado do probando foi identificada
apenas a duplicacgéo de 6,6 Mb em 5g23.2-923.3. Inicialmente esses dados sugeriam que
os desequilibrios submicroscépicos no cromossomo 5 ndo estavam relacionados com a
t(2;22). Como ndo foram detectadas outras alteragcdes no probando, em sua avo, sua mée

e sua tia, os dados indicavam que a t(2;22) presentes neles era um rearranjo equilibrado.
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No entanto, a analise por a-CGH revelou uma delecdo em 2p14 no irmao do probando e
em seu tio, ambos portadores da translocagdo. Uma duplicacdo de segmento
correspondente a essa delecdo em 2pl4 estava presente no irmdo fenotipicamente
normal do probando. Coincidentemente, o ponto de quebra do cromossomo 2 da t(2;22)
foi mapeado por Fonseca (2005) em 2pl14, usando FISH em metéafases do probando.
Portanto, o segmento 2p14 que continha o ponto de quebra da t(2;22) (no probando, em
sua avo, mae e tia), tinha uma delecdo em dois portadores da t(2;22) (o irmé&o afetado e
o tio do probando) e havia a duplicacdo correspondente no irmao do probando, nédo
portador da t(2;22). Outro achado que chamou atencao foi que os Unicos portadores da
translocacdo nos quais néo foi detectada a delecdo em 5p15.1 eram aqueles portadores
da delecdo em 2pl4. J& o irmdo do probando era portador da delecdo em 5p15.1 e de
duplicacdo em 2pl4. A analise por FISH, que realizamos em seguida, permitiu
relacionar os diferentes desequilibrios submicroscopicos, identificados por a-CGH com
a t(2;22). O segmento duplicado do cromossomo 5 estava inserido no ponto de quebra
do der(22). No irmdo fenotipicamente normal do probando, o segmento duplicado em
2pl4 estava inserido no brago curto do cromossomo 5; seu cromossomo 5 tinha a
delecdo no braco curto. Nos outros portadores da delecdo no cromossomo 5 (o
probando, sua av0, mde e tia), o segmento de 2pl4 também estava inserido no
cromossomo 5, que tinha a delecdo. J& no irmdo afetado do probando e em seu tio, a

delecdo do segmento de 2p14 estava explicada, porque eles ndo possuiam o der(5).
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FIGURA 35. Dele¢do no cromossomo 5 (5p15.1) no probando: (A) O perfil do cromossomo 5
mostra as duas alteracfes detectadas por a-CGH (Plataforma 105A, Agilent): uma delecdo em 5p15.1 (seta
verde) e uma duplicacdo em 5g23.2-23.3 (seta vermelha). (B) A delecdo em 5p15.1 estd destacada. O
segmento deletado estd representado pela linha azul. As variagdes no nimero de cépias (CNV) estdo
representadas pelos blocos vermelhos. (C) O mapa do segmento de 1,4 Mb (chr5:15,150,402-
16,604,445), que corresponde a delegdo, mostra os quatro genes ai localizados e os clones, mapeados nas
extremidades do segmento deletado, RP1-137K24, em vermelho (chr5:15,191,420-15,315,309) e RP1-
167G20, em verde (chr5:16,354,099-16,529,256). (Adaptado do UCSC, hg 18). (D) A hibridac&o in situ
fluorescente revelou sinais de hibridagéo dos clones RP1-137K24 (sinal vermelho) e RP1-167G20 (sinal
verde) em apenas um dos cromossomos do par 5.
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FIGURA 36. Investigacdo da delecdo em 5p15.1 na familia: Hibridagdo in situ fluorescente
do clone RP1-137K24 (sinal vermelho) e/ou do clone RP1-167G20 (sinal verde), mapeados no segmento
deletado: a presenca de sinal(is) de hibridacdo em apenas um dos cromossomos do par 5 mostrou que a
avo (1-2), a mée (11-4), a tia materna (11-3), todas afetadas, e o irmédo clinicamente normal (111-5) do
probando sdo portadores da delecdo; a presenca de sinais de hibridagdo nos dois cromossomos 5 do irméo
(111-3) e do tio (11-6) do probando, ambos afetados, indicam que eles ndo sdo portadores da delecéo.
Assim, a delecdo ndo segrega com o quadro clinico na familia.
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FIGURA 37. Duplicacdo do cromossomo 5 (5023.2-gq23.3) no probando: (A) a-CGH
(Plataforma 105A, Agilent Technologies): A linha azul representa o segmento duplicado. Os blocos
vermelhos, as variages no numero de cépias (CNV). (B) O mapa do segmento de 6,6 Mb
(chr5:123,826,017-130,460,873), que corresponde a duplicagdo, mostra os 17 genes ai localizados e 0s
clones RP11-48C14, em vermelho (chr5:124,179,295-124,350,969) e RP1-236L2, em verde
(chr5:129,549,259-129,624,330), contidos no segmento duplicado (adaptado do UCSC, hg 18). (C)
Hibridacdo in situ fluorescente dos clones RP11-48C14 (sinal vermelho) e RP1-236L2 (sinal verde): os

sinais de hibridacéo estdo presentes nos dois cromossomos 5 e também no cromossomo derivativo 22,
der(22).
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FIGURA 38. Investigacao da duplicagdo em 5¢23.2-g23.3 na familia: Hibridagdo in situ
fluorescente dos clones RP11-48C14 (sinal vermelho) e RP1-236L2 (sinal verde), mapeados no segmento
duplicado: os sinais de hibridagdo sdo visualizados nos dois cromossomos 5 e no derivativo der(22), em
metafases da avo (I-2), da mae(ll-4), da tia(ll-3), do tio(l1-6) e do irmdo (I11-3) do probando, todos
afetados e portadores da translocagdo. No irméo clinicamente normal e ndo portador da translocacéo (l11-
5), os sinais de hibridacdo estdo presentes apenas nos cromossomos do par 5. Portanto, a duplicagdo
segrega com o quadro clinico e a translocagao na familia.
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FIGURA 39. Anélise da insercdo do segmento duplicado de 5923.2-g23.3, no cromossomo
derivativo der(22): (A e B) Hibridacéo in situ fluorescente, em metafases do probando, do clone RP11-
48C14 (sinal verde), mapeado no segmento duplicado do cromossomo 5 juntamente com (A) o clone
RP3-353E16 (sinal vermelho), mapeado a cerca de 500 kb do ponto de quebra do cromossomo 22, ou (B)
0 clone RP11-568N6 (sinal vermelho), mapeado a aproximadamente 500 kb do ponto de quebra do
cromossomo 2. Nos dois casos, 0s sinais do clone RP11-48C14 estdo presentes nos dois cromossomos 5 e
também no der(22). (A1) No der (22) observa-se que o sinal do clone RP11-48C14 esta distal ao sinal do
clone RP3-353E16, mas (B1) proximal ao sinal do clone RP11-568N6, indicando que o segmento do
cromossomo 5 inseriu-se no ponto de quebra ou préximo ao ponto de quebra no der(22). (C) Esquema da
insercdo: os clones RP11-48C14 (vermelho), RP3-353E16 (verde) e RP11-568N6 (verde), de acordo com
sua posicdo no der(22); retangulo azul, segmento proximo ao ponto de quebra do der (22); retangulo
vermelho, segmento 5023.2 —g23.3, inserido no cromossomo der(22); retdngulo roxo, segmento do
cromossomo 2 translocado para o der(22)

111



i 3 P i i
M I . l_' = L= — [
IA X L
l Overlaid Track
»

A 0

: ' 1 .- i

| f I
65.3Mb 5.7 b 66,1 Mb 66,5 Mb

B.
Scale 500 kb | |

|
chr2: | 65200000] 65300000/ 65400000 6Ss00000] 65600000 65700000/ 65800000] 6Sa00000] 66000000 ee100000|  ee200000]  6e300000|

Chromosome Bands Localized bi FISH Mﬁimi Clones

UCSC Genes Based on RefSeq, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics

sLC1a4 KK ACTR2 HHHA
CEPB8 l—{Hi*HH SPRED2 f-fH-=-
RABIA
RP11-263L17  DACEnd Pairs
I
C. RP11-263L17/ RP11- 325M20 (chr2) D. RP11-263L17/ RP11-554F14 (chr2)

-3

FIGURA 40. Delecdo em 2p14 no irméo (111-3) e no tio (11-6) afetados do probando: (A) a-
CGH (Plataforma 60K, Agilent Technologies) em 111-3:0 segmento deletado esta representado pela linha
ocre. Variagcdes no nimero de cépias (CNV) estdo indicadas pelos blocos vermelhos. (B) O mapa do
segmento de 1,2 Mb, correspondente a delecdo, mostra os cinco genes e o clone RP11-263L17, em
vermelho (chr2:65,420,105-65,745,898). (Adaptado do UCSC, hg 18). (C) Hibridacdo in situ fluorescente
do clone RP11-263L17 (sinal vermelho): o sinal de hibridagdo esta presente apenas no cromossomo 2
normal, em I11-3 e 11-6. Observam-se os sinais verdes dos clones RP11-325M20 e RP11-554F14,
mapeados, respectivamente no brago longo e no brago curto do cromossomo 2, usados como controles.
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FIGURA 41. Duplicagcdo em 2p14 no irmdo normal (I11-5) do probando: (A) a-CGH
(Plataforma 60K, Agilent Technologies): o segmento duplicado esta representado pela linha ocre. O mapa
do segmento de 1,2 Mb, que corresponde a duplicagdo, mostra os cinco genes e o clone RP11-263L17,
em vermelho (chr2:65,420,105-65,745,898) localizados nesse segmento (Adaptado do UCSC, hg 18). (B)
Hibridacdo in situ fluorescente da sonda RP11-263L17 (sinal vermelho) e da sonda controle RP11
281015, mapeada no braco longo do cromossomo 5 (sinal verde): os sinais de hibridacdo estdo presentes
nos dois cromossomos 2 e também no braco curto de um dos cromossomos do par 5. Portanto o segmento
adicional de 2p14 est4 inserido no bracgo curto do cromossomo 5.
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B. RP11-263L17/ RP11-325M10 (chr2)
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FIGURA 42. Investigacdo por FISH da presenga de insercdo do segmento de 2pl4 no
cromossomo 5, na familia: A hibridagdo da sonda RP11-263L.17 (sinal vermelho) mostrou a insercédo de
segmento de 2p14 no brago curto de um dos cromossomos 5, (A) na avo (I-2), (B) na tia (11-3), (C) na
mae (11-4) do probando e (D) no probando (l11-4). O sinal verde é o de sonda controle, RP11 281015 (A,
C e D) e RP11 325M10 (B), mapeadas, respectivamente, nos bracos longos dos cromossomos 5 e 2.
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FIGURA 43. Delimitacdo dos pontos de quebra do segmento de 2pl4 inserido no
cromossomo 5: (A) FISH do clone RP11-926D3 (sinal vermelho) e do clone RP11-554F14 (sinal
vermelho) em metafases do probando (I11-4), junto com a sonda controle RP11-281015, mapeada no
braco longo do cromossomo 5 (sinal verde). Os dois clones hibridaram no cromossomo 2 normal e no
der(5). Um terceiro sinal dos clones RP11-926D3 e RP11-554F14 foram identificados, respectivamente,
no der(22) e no der(2). Esses resultados indicam que os clones RP11-926D3 e RP11-554F14 contém,
respectivamente, os pontos de quebra proximal e distal do segmento de 2p14 inserido no cromossomo 5
(B) O mapa do segmento do brago curto do cromossomo 2 inserido no cromossomo 5 (delimitado pelo
retangulo pontilhado) mostra os cinco genes ai localizados e a posicao dos clones RP11-1115A12, RP11-
953F8, RP11-926D3, RP1-236L2 e RP11-554F14 (Adaptado do UCSC, hg 18). (C) No irmdo afetado
(I11-3) do probando, os clones RP11-926D3 (vermelho) e RP11-554F14 (verde) revelaram sinais de
hibridacdo, respectivamente, nos cromossomos der(22) e der(2). (D) No irmao fenotipicamente normal
(111-5) do probando, foram observados trés sinais de hibridacdo dos clones RP11-926D3 (vermelho) e
RP11-554F14 (verde): um em cada cromossomo 2 e outro no cromossomo der(5).
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FIGURA 44. t(2;5;22) - Segregacao dos cromossomos derivativos na familia: (A) Esquema
dos cromossomos derivativos observados na familia e de seus homologos normais. (B) A avo do
probando (I-2) era portadora dos cromossomos derivativos der(2), der(5) e der(22). O probando (I11-4),
sua mae (I1-4) e sua tia (11-3) herdaram os cromossomos der(2), der(5) e der(22). O irmdo (111-3) e o tio
(11-6) afetados do probando herdaram apenas o der(2) e der(22). O irmao fenotipicamente normal (111-5) é
portador do cromossomo der(5). Os cromossomos der(2) e der(22) segregam com o quadro clinico na
familia.
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Figura 45. Mecanismo de multiplas quebras simultédneas para a formacdo da translocacéo
1(2;5;22): (A) Em uma primeira etapa, quebras na dupla fita do DNA nos cromossomos 2 (roxo) e 5
(verde) e 22 (vermelho) sdo induzidas por agentes endogenos ou exdgenos a célula. Os centrdmeros séo
representados em cinza. A localizagdo das quebras esta indicada pelas setas. Ocorrem duas quebras no
cromossomo 2, quatro quebras no cromossomo 5 e uma, no cromossomo 22. (B) As multiplas quebras
provocam fragmentacdo cromossdmica. (C) Os varios fragmentos sdo unidos entre si, originando 0s
cromossomos derivativos. Um fragmento do braco curto do cromossomo 5 foi perdido. O segmento
intersticial resultante das duas quebras no cromossomo 2 inseriu-se entre dois fragmentos do braco curto
do cromossomo 5. O segmento intersticial do braco longo do cromossomo 5 uniu-se & extremidade
quebrada do braco longo do cromossomo 22; a esse segmento do cromossomo 5, uniu-se 0 segmento
distal do braco curto do cromossomo 2. O segmento distal do cromossomo 22 translocou-se para a
extremidade quebrada do brago curto do cromossomo 2. (D) O cromossomo der(5)’ originalmente
formado, com uma delegdo no brago longo e outra no brago curto, ndo foi observado na familia (Figura
44); o der(5) observado possui apenas a delecdo no brago curto e resultaria de permuta entre o der(5)
original e um cromossomo 5 normal, na meiose de um ancestral da avé do proposito. (E) Os
cromossomos derivativos que formam a t(2;5;22) e os cromossomos homologos normais detectados na
avo, mae, tia e probando sdo representados na figura.

117



e O efeito clinico do rearranjo cromossémico

A duplicacdo de 6,6 Mb do braco longo do cromossomo 5 estad presente em
todos os individuos afetados da familia, mas ndo no irmdo fenotipicamente normal do
probando. A outra alteracdo exclusiva aos afetados € a interrupcéo do gene SLC1A4, por
uma das quebras no cromossomo 2, levando a haploinsuficiéncia. Dois dos afetados
possuem ainda uma delecdo de 1,2 Mb no braco curto do cromossomo 2, em 2pl4; o
irm&o normal do probando possui a duplicagdo correspondente. Ja a dele¢do em 5p15.1
além de ndo estar presente em todos os afetados, foi detectada no irm&o normal do
probando. Assim, a duplicagédo do braco longo do cromossomo 5 e a interrup¢do do
gene SLC1A4 aparecem como as principais alteracdes candidatas a contribuir para o

quadro clinico na familia.

a) A duplicacdo do braco longo do cromossomo 5

Todos os afetados da familia sdo portadores da duplicacdo de 6,6 Mb do braco
longo do cromossomo 5 (5g23.2-23.3). Apesar de a duplicagéo incluir um segmento de
6,6 Mb, nele ha poucas variagdes no numero de copias (CNV), que ocorrem
principalmente em segmentos em que ndo ha genes (Figura 37B). A excec¢do é o0 gene
ADAMTS19 que apresenta variagcdo no numero de cépias na populacao geral.

A busca no DECIPHER néo identificou pacientes com duplica¢Ges nessa regiao.
Ha na literatura alguns relatos de duplicacGes parciais puras do cromossomo 5, que
incluem o segmento 5g23.2-23.3 (Osztovics e Kiss, 1982; Evans et al., 1984, Martin et
al., 1985; Li et al., 1998, Arens et al., 2004, Giardino et al., 2004, Douyard et al., 2006).
Todas elas, entretanto, sdo duplicagOes extensas detectadas por bandamento G, nédo
permitindo a comparacdo dos quadros clinicos com aquele da familia aqui relatada.

Dezessete genes estdo mapeados em 5023.2-23.3, candidatos, assim, a contribuir
para o quadro clinico, por aumento de dosagem de seus produtos (Tabela 16; Figura
37). Seis desses genes tém funcdo desconhecida.
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Tabela 16: Genes mapeados na duplicacéo de 6,6 Mb do cromossomo 5 (5923.2-23.3).

Gene

Informac6es

ALDH7A1 (aldehyde
dehydrogenase 7 family,

member Al)

PHAX  (phosphorylated
adaptor for RNA export)

MARCH3 (membrane-
associated ring finger)

LMNB1 (Lamin B1)

FBN2 (fibrillin 2)

SLC12A2 (solute car
family 12)

rier

SLC27A6 [solute carrier

family 27(fatty acid

transporter), member 6]

ADAMTS19 (ADAM

metallopeptidase

with

thrombospondin  type 1

motif)

CTXNS3 (cortexin 3)

CHSY3 (chondroitin

sulfate synthase 3)

MEGF10 (multiple
like-domains 10)

ZNF608  (zinc
protein 60);

EGF-

finger

GRAMD3 (GRAM domain

containing 3);

C50rf48 (chromosome 5
open reading frame 48);

PRRC1 (prolin
coiled-coil 1);

e-rich

ISOC1 (isochorismatase

domain  containing
AX748201

1);

Codifica uma alfa amino-adipato semi-aldeido desidrogenase do catabolismo da
lisina. MutacBes em homozigose, na maioria dos casos, ou em heterozigose sdo
responsaveis pelo quadro neonatal de convuls6es dependentes de piridoxina (PDS)
e por parte dos casos de aparecimento posterior (Salomons et al., 2007).

A proteina PHAX é necessaria para a exportacdo nuclear dos SnRNAs em
metazoarios (Mourdo et al., 2010).

As proteinas MARCH adicionam ubiquitina a lisinas em substratos protéicos,
sinalizando para seu transporte vesicular entre 0s compartimentos membranosos.
MARCHS3 parece atuar na via de reciclagem endossomal (Fukuda et al., 2006).

Pertence a familia de genes que codificam filamentos intermediarios tipo V da
lamina nuclear. As lamininas atuam na manuten¢do da forma e da integridade do
nlcleo. Duplicacdes nesse gene foram encontradas em pacientes com leucodistrofia
autossdmica dominante do adulto (Padiath et al., 2006).

As fibrilinas se aglomeram em microfibrilinas, formando redes que fornecem apoio
estrutural para a formacao das fibras elésticas (Miller et al., 2010). MutacBes nesse
gene sdo responsaveis por casos de aracnodactilia contratural congénita (ACC).

SLC12A2 é co-transportador de Na-K-Cl, auxiliando o movimento transcelular de
cloreto (Payne et al., 1995).

Expresso principalmente no coracéo. Codifica membro da familia de proteinas que
transportam acido graxo (FATP) (Gimeno et al., 2003).

As ADMATS constituem uma familia de proteases dependentes de zinco que atuam
em diversos processos bioldgicos, tais como controle de migracdo celular,
diferenciagdo de células osteoblésticas e estimulo de propriedades adesivas de
células tumorais (Cal et al., 2002).

Expresso em cérebro e rim. Analise de ort6logos indica é altamente conservado
entre vertebrados. Baseado na estrutura da proteina Wang et al. (2007) sugerem que
ela seja uma proteina de membrana, atuando na sinalizacdo intracelular ou
extracelular.

CSS3 é uma glicosiltransferase com atividade tanto de glucoronil-transferase
quanto de N-acetilgalactosamina transferase (Yada et al., 2003).

Expresso principalmente no cérebro. MEG10 atua na absor¢cdo do peptideo
amyloid-B no cérebro (Singh et al., 2010).

Sem func¢édo conhecida.
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Dentre os genes mapeados em 5q23.2-23.3, conhecem-se apenas duplicacdes
patogénicas do gene LMNBI1, descritas na leucodistrofia autossomica dominante do
adulto (ADLD; MIM 169500). A ADLD ¢é uma doencga neuroldgica de progressdo lenta,
caracterizada por desmielinizacdo. As manifestacdes iniciais sdo autondmicas,
seguindo-se sinais piramidais e ataxia (Schuster et al., 2011). Os afetados tém uma
copia extra do gene LMNBL, resultando em aumento dos niveis do mRNA (Meijer et al.,
2006; Padiath et al., 2006; Brussino et al., 2009; Schuster et al., 2011 ) e da proteina do
LMNBL, detectado no cérebro e em leucocitos do sangue periférico (Schuster et al.,
2011). Em virtude da manifestacdo tardia da doenca, com inicio entre a quarta e a sexta
década de vida, investigamos se algum dos portadores da translocacdo t(2;5;22)
apresentava sintomas. Nenhum dos adultos (mée, tia e tio do probando), todos na quinta
década de vida apresentou gueixa que levasse a suspeita da doenca. A avo do probando,
falecida aos 70 anos em virtude de problemas cardiacos, de acordo com a familia,
também ndo manifestou sinais da doenga.

E interessante que, em uma familia com afetados por ADLD, em que néo foi
detectada duplicacdo do gene LMNB1, os afetados apresentaram niveis aumentados do
mRNAmM do LMNBL, indicando alteracdo em sequéncias reguladoras do gene (Brussino
et al., 2010). A auséncia da doenca na familia que estudamos pode decorrer do
silenciamento ou diminuicdo da expressdo da cépia do gene LMNBL, localizada no
cromossomo der(22), em consequéncia de efeito de posicdo. Sequéncias do
cromossomo 22 podem influenciar a expressdo do gene ou, alternativamente, a
expressdo foi alterada devido a separacao de elementos reguladores. A avaliacdo clinica
dos outros pacientes da literatura portadores de grandes duplicacGes que incluem o
segmento 5023.2-23.3 foi realizada antes da idade da manifestacdo de sinais de ADLD;
assim a familia descrita neste estudo é a primeira na qual a duplicacdo do LMNB1 néo
esta associada ao fenétipo do ADLD em adultos. Estudos posteriores nessa familia
poderdo contribuir para compreender o mecanismo de regulacdo da expressao do
LMNB1.

MutagOes de ponto em dois outros genes mapeados em 5q23.2-23.3 foram
relacionadas a doencas: ALDH7A1 (convulsdes neonatais dependentes de piridoxina), e
FBN2 (aracnodactilia contratural congénita). Nd&o ha dados que permitam avaliar
possiveis efeitos clinicos que esses ou outros genes mapeados em 5¢23.2-23.3 possam

ter, quando duplicados. S&o, portanto, candidatos posicionais.
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b) A interrupcéo do gene SLC1A4 e a delecdo em 2pl4

Cinco genes estdo mapeados no segmento de 2p14 que estd deletado em dois

portadores da translocacdo (Tabela 17; Figura 41B).

Tabela 17: Genes mapeados no segmento de 1,2 MB da dele¢cdo do cromossomo 2.

Gene

Informac6es

SLC1A4 [solute carrier family
1 (glutamate/neutral amino
acid transporter), member 4]

CEP68 (centrosomal protein
68kDa)

RAB1A, (member RAS
oncogene family)

ACTR2 ARP2 (actin-related
protein 2 homolog (yeast)

SPRED?2

Codifica uma proteina de membrana que atua como transportador de
aminoécidos neutros, com maior expressdo no cérebro (lobo occipital e
cortex pré-frontal, amigdala e hipotdlamo), musculo e péancreas, mas
presente em todos os tecidos.

A CEP68 atua, junto com outras proteinas, na coesdo do centrossomo
durante a interfase (Graser et al., 2007). Também atua na via de
sinalizacdo do fator de crescimento epidérmico (EGF) (Chen et al., 2007).

Membro da familia de oncogenes RAS. A proteina codificada parece ser
necessaria para o transito de proteinas do reticulo endoplasmatico para o
complexo de Golgi.

ARP?2 ¢ constituinte do complexo ARP2/3, localizado na superficie celular
e essencial para a morfologia e a motilidade da célula.

As proteinas SPRED sdo supressores de uma variedade de estimulos
extracelulares mitogénicos, como fatores de crescimento e citocinas,
através da inibicdo da via de sinalizagdo MAP quinase, que é um
importante regulador da proliferacdo e diferenciacdo celular (Nonami et
al., 2004). O SPRED2 parece atuar no desenvolvimento dos 0ssos
(Bundschu et al., 2005) e na regulacdo da haematopoiese (Nobuhisa et al.,
2004).

O gene SLC1A4 localiza-se no ponto de quebra distal que originou o segmento

do cromossomo 2 inserido no cromossomo 5. Foi, portanto interrompido, parte dele
ficando no der(2) e parte, no segmento inserido no der(5). Todos os portadores da
translocacdo possuem, portanto um unico gene SLC1A4 integro. O gene codifica um
transportador de aminoacido neutro, que é expresso principalmente no musculo,
pancreas e cérebro. A expressdo do gene em neurdnios primarios estd associada a
absorcdo de L-serina. Sua haploinsuficiéncia pode estar contribuindo para o quadro
clinico.

Entre os portadores da translocagéo, o irméo afetado e o tio do probando néo
possuem o cromossomo der(5) e portanto possuem delecdo do segmento de 2pl4
inserido nesse cromossomo. E interessante que justamente esses sejam os portadores da

translocacdo que apresentam maior comprometimento cognitivo, sugerindo que a
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haploinsuficiéncia de gene(s) localizado(s) no segmento de 1,2 Mb em 2pl14 esteja
contribuindo para o fenotipo. Recentemente foram identificados dois portadores de
microdelecdes em 2p14-p15 (Wohlleber et al., 2011). Um deles possuia uma delecéo de
2,23 Mb, que incluia 11 genes. A delecdo de 2,84 Mb no outro paciente incluia 15
genes. Ambos apresentavam deficiéncia mental moderada, com atraso principalmente
na aquisicdo de fala, aléem de dismorfismos faciais leves. Na regido comum as duas
microdelecdes descritas por Wohlleber et al. (2011) e a delecdo em 2p14 no irmé&o e tio
afetados estdo mapeados quatro genes: SLC1A4, CEP68, RAB1A e ACTR2. Como o
gene SLC1A4 estd interrompido em todos os nossos pacientes, a dificuldade de
aprendizado mais grave no tio e no irmdo do probando pode decorrer da
haploinsuficiéncia de um ou mais dos outros trés genes (CEP68, RAB1A, ACTR2). O
gene CEP68 é necessario para coesdo do centrossomo. Estudos recentes mostram que
alteracdes no centrossomo podem interferir na proliferacdo de células progenitoras
neurais. Mutacdes no gene Cdk5rap2, que também atua na coesdao do centrossomo,
causa microcefalia. Lizarraga et al. (2010) sugerem que a diminui¢do no tamanho do
cérebro em humanos portadores de mutacdes no gene, estd associada a erros na fungédo
do centrossomo e mudancas na orientacdo do fuso durante a proliferacdo de células
progenitoras neurais. O RAB1A codifica uma GTPase que controla o transporte de
proteinas do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi. O ACTR2 codifica um
importante constituinte do complexo ARP2/3. Esse complexo estd localizado na
superficie celular e é importante para a manutencdo do formato da célula e de sua
mobilidade. Os genes RAB1A e ACTR2 também sdo candidatos j& que atuam na
diferenciagdo neuronal e direcionamento dos axonios (Wohlleber et al., 2011). Vale
salientar que a duplicacdo correspondente do segmento de 2pl4 ndo esta associada a
alteracdes do desenvolvimento, ja que foi detectada no irmao normal do probando. N&o
foi descrita antes. Existem poucas CNV no segmento em 2pl4, localizadas
principalmente nas regides ndo génicas. No Decipher ha um Unico paciente portador de
duplicacdo que inclui o segmento 2p14, que abrange 25 Mb e inclui outros genes.
Apesar de ndo podemos descartar a possibilidade de manifestagéo tardia, a presenca de
uma duplicacdo em 2pl4 em individuo fenotipicamente normal, alerta para a
complexidade da interpretacdo de desequilibrios submicroscopicos, ja que a delecdo do

mesmo segmento esta associada a deficiéncia mental moderada.
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c) A delecdo em 5p15.1

Quatro genes estdo mapeados no segmento de 5p15.1 que esta deletado em
quatro portadores da translocacdo e no irmdo fenotipicamente normal do probando
(Tabela 18; Figura 36). A delecdo de 1,4 Mb em 5p15.1 pode constituir uma variante
rara, sem significado para o desenvolvimento, uma vez que foi detectada no irmao
fenotipicamente normal do probando. De acordo com o DGV, 5p15.1 contém poucas
CNV, localizadas principalmente na regido do gene FBXL7 (Figura 35A). No
DECIPHER héa cinco delecbes bem mais extensas, que incluem esse segmento,
associadas a quadros clinicos [Pacientes 253159 (95243-18909607), 254052 (95243-
16154654), 249117 (13104963-18719297),255498 (14171628-23920903), 256304
(130931 36780974]. Tratando-se de variante Unica, ndo € possivel concluir sobre sua

natureza quanto a efeitos fenotipicos de manifestacao tardia.

Tabela 18: Genes mapeados na regido da dele¢do no cromossomo 5 (5p15).

Gene

Informac6es

FBXL7 (F-box and leucine-
rich repeat protein 7)

MARCH11 (membrane-
associated ring finger
(C3HC4) 11)

ZNF622 (zinc finger protein
622)

FAM134B (family with
sequence similarity 134,
member B)

As proteinas F-box fazem parte do complexo de ligases chamado SCF,
que atua na fosforilagcdo dependente de ubiquitinacdo. As proteinas F-
box conttm dominios que interagem com a proteina Skpl, que
também faz parte da SCF, assim como as proteinas Cdc53/Cull, Rbx1
e a enzima Cdc34 (Winston et al., 1999). O gene FBXL7 ¢ altamente
expresso em todos os tecidos, principalmente no coracao, figado, rim e
pulméo.

A proteina € um membro da familia MARCH de ligases de ubiquitina
associadas a membrana. Essas enzimas adicionam ubiquitina a lisinas
de substratos protéicos, assim como sinalizam para seu transporte
intracelular. MARCH 11 parece ter papel na sele¢do protéica mediada
por ubiquitina, na via de transporte da rede trans-Golgi (Morokuma et
al., 2007).

A ZNF622 aumenta a atividade transcricional da MYB, um fator de
transcricdo ubiquamente expresso que atua no controle da proliferacdo
celular e da diferenciacéo (Seong et al., 2002).

O silenciamento do gene FAM134B resulta em alteracBes estruturais
no compartimento cis-Golgi e induz apoptose em ganglios neurais
primarios e em ganglios neurais da raiz dorsal, sugerindo que a
proteina atue na sobrevivéncia de ganglios neurais auténomos
nociceptivos. Ja foram detectadas mutagbes em homozigose nesse
gene em pacientes com neuropatia hereditaria sensorial e autbnoma
tipo 1l B, que apresentam graves mutilacdes (Kurth et al., 2009)
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e Aconselhamento Genético

Quanto aos riscos para a prole, os trés irmaos da familia que estudamos séo
portadores de diferentes desequilibrios cromossdmicos e, portanto, estdo sujeitos a
diferentes riscos. O irmdo fenotipicamente normal é portador do cromossomo der(5). A
delecdo em 5p15 e a duplicacdo do segmento 2p14 ndo estdo aparentemente associadas
a alteracOes fenotipicas. Quanto ao probando e seu irmao afetado, no caso de
transmitirem os cromossomos derivativos, as criangas terdo os mesmos desequilibrios
cromossémicos de seus genitores e os fenotipos devem ser semelhantes aos deles. No
entanto, a segregacao dos cromossomos derivativos e de seus homologos normais pode
levar a formacdo de gametas com desequilibrios cromossémicos que causem
abortamentos espontaneos ou quadros clinicos mais graves que o de seus genitores, em
recém-nascidos. Além disso, a complexidade da t(2;5;22) com varios pontos de quebra
aumenta a probabilidade da ocorréncia de permutas desiguais entre os derivativos e seu
homologos normais na meiose.

No entanto, é importante ressaltar que rearranjos cromossémicos complexos
(CCR) como a t(2;5;22), séo transmitidos preferencialmente por mulheres portadores
(revisdo em Pellestor et al., 2011). Ha poucos relatos de transmissdes paternas de CCR
(Schwanitz et al., 1978; Meer et al., 1981; Grasshoff et al., 2003; Rothlisberger et al.,
1999; Gruchy et al., 2009). Uma das hipdteses é que a meiose materna tenha
checkpoints menos rigorosos (LeMaire-Adkins et al., 1997) e, portanto, seja menos
sensivel a presenca de rearranjos cromossémicos (Pellestor et al., 2011). Portanto, existe

a possibilidade, de que os portadores do sexo masculino da t(2;5;22) sejam estéreis.
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IV.5 Translocacdo cromossémica que provavelmente afeta a expressdo do gene IHH:
1(2;16)(g35;924.1)

e Aspectos Clinicos

A paciente, filha de pais ndo consanguineos e clinicamente normais, nasceu de
operagdo cesareana, com peso de 2.640 g (<5° percentil) e comprimento de 51 cm (75°
percentil). A triagem de erros inatos do metabolismo em sangue e urina detectou
hipotireoidismo. Aos trés meses de idade ainda ndo sustentava a cabeca. Sentou aos
nove meses e andou com um ano e meio. Foi encaminhada ao Servigo de
Aconselhamento Genético LGH-USP por apresentar alteragdes nos pés e maos. No
exame clinico, aos oito anos de idade, tinha 139 ¢cm de comprimento (97° percentil),
peso de 39 kg (97° percentil) e perimetro cefalico de 50 cm (percentil 50°). As mé&os
tinham quatro digitos com auséncia aparente do indicador. Apresentava também pé torto
congénito com hexadactilia. Tinha testa curta, baixa implantacdo de cabelos, filtro
curto, retrognatia e orelhas em abano. O desenvolvimento neuropsicomotor era normal
para a idade.

A andlise cromossdmica ap6s bandamento G revelou uma translocacéo reciproca
aparentemente equilibrada entre o braco longo do cromossomo 2 e o brago longo do
cromossomo 16: t(2;16)(q35;924.1) (Figura 46).

der (2) 16 der (16)

FIGURA 46. t(2;16)(g35;924.1): Ideograma (ISCN 2009; cariétipo com 550 bandas G) dos
cromossomos derivativos 2 e 16 e seus homélogos normais.
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e Mapeamento dos pontos de quebra da translocagéo por FISH

Em um estudo anterior do laboratério (Antonini, 2005), os pontos de quebra
foram mapeados utilizando FISH. O ponto de quebra do cromossomo 2 foi mapeado na
sequéncia contida no clone RP11-558116 (chr2:220,650,531-220,748,042, CRCh36
Assembly, hgl8 ) um segmento de 97kb (Figura 47). No cromossomo 16 o ponto de
quebra do cromossomo foi mapeado na sequéncia contida no clone RP11-805124
(chrl6: 84,615,669-84,812,495) um segmento de 197 kb. Para refinar o ponto de quebra
no cromossomo 16, utilizamos o clone RP11-514D23 (chrl16:84,749,036-84,922,020),
que se sobrepde mais distalmente ao clone RP11-805124 (Figura 48A). Os sinais de
hibridacdo do clone RP11-514D23 no cromossomo 16 normal e der(2) permite delimitar
0 ponto de quebra em um segmento de 133 kb (chrl6:84,615,669-84,749,036) (Figura
48B). A anélise in silico das regifes em que estdo mapeados o0s pontos de quebra dos
cromossomos 2 e 16 ndo identificou nesses segmentos a presenca de genes conhecidos e

que pudessem ser a causa do quadro clinico da paciente.

e Investigacdo de perdas e ganhos de segmentos submicroscépicos por
a-CGH e validacgao por FISH

Prosseguimos a analise da translocacdo, com a busca de duplicacdes e delecdes

submicroscépicas, por meio de a-CGH, usando a plataforma 105A (Agilent). A analise

ndo detectou desequilibrios submicroscopicos associados ou ndo ao ponto de quebra.

e Genes mapeados nos segmentos dos pontos de quebra
Nenhum gene estd mapeado nos segmentos dos pontos de quebra dos

cromossomos 2 e 16.
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FIGURA 47. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 2: Mapa mostrando a
localizacdo do segmento que contém o ponto de quebra no cromossomo 2, delimitado pelo clone RP11-
558116 (em vermelho). Adaptado de UCSC, hg 18.

A RP11-805124 RP11-514D23

[ 7Y

der(16)
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FIGURA 48. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 16: (A) Hibridacdo in situ
fluorescente dos clones do cromossomo 16, RP11-805124 e RP11-514D23. O sinal de hibrida¢&o do clone
RP11-805124 foi visualizado nos cromossomos der(16) e der(2), indicando que esse clone contem o ponto
de quebra. O sinal de hibridacdo do clone RP11-514D23 foi visualizado no cromossomo der(2). (B) Mapa
mostrando a localizacdo do segmento que contém o ponto de quebra no cromossomo 16, delimitado pelo
retdngulo de linhas interrompidas; em verde, clone com sinal de hibridacdo nos cromossomos der(2) e
der(16) e em vermelho, clone com sinal de hibridacdo no cromossomo der(2). O ponto de quebra situa-se
no segmento de 133 kb que contem o clone RP11-805124, delimitado pela porcéo do clone RP11-514D23
que ndo se sobrepde ao clone RP11- 805124. Adaptada de UCSC, hg 18.
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e Genes candidatos

N&o foram identificados genes nos segmentos que delimitam os pontos de
quebra dos cromossomos 2 e 16. A andlise por a-CGH também ndo detectou
desequilibrios submicroscopicos associados ou ndo ao ponto de quebra. Como a
caracterizacdo do rearranjo ndo revelou genes candidatos, é possivel que a associagdo
entre a t(2;16) e o fenotipo seja ao acaso. Entretanto € importante ressaltar que
microdelecdes ou microduplicagcbes menores que 60-90 kb ndo teriam sido detectadas
pela plataforma de 105A (Agilent). Outra hipdtese € que 0 rearranjo cromossémico
possa ter alterado a expressdo de genes proximos ao ponto de quebra por efeito de
posicdo. Analisamos a regido 1,2 Mb proximal e 1,2 Mb distal aos pontos de quebra dos
cromossomos 2 e 16 para identificar genes cuja expressdo pudesse ter sido alterada pelo
rearranjo. No cromossomo 2, ao redor do ponto de quebra estdo mapeados 28 genes, um
Unico distal ao ponto de quebra, o gene EPHA4 (EPH receptor A4) (Figura 49). Quatro
genes nessa regido ja foram associados a quadros clinicos (IHH, NHEJ, DES e OBSL1).
Mutacdes no gene IHH (Indian hedgehog) causam braquidactilia tipo Al (MIM,
112500) (Gao et al., 2001). A doenga, com padrdo de heranca dominante, é
caracterizada pelo encurtamento ou auséncia das falanges dos digitos. Ja foram
identificadas mutacGes missense e nonsense no gene (Lodder et al., 2008). A paciente
portadora da t(2;16) tem alteracdes de mdos e pés. O IHH ¢, portanto, um bom
candidato ao quadro clinico. Muta¢cdes em homozigose no gene NHEJ (nonhomologous
end-joining factor 1) causam imunodeficiéncia grave com microcefalia, retardo de
crescimento e sensibilidade a radiacdo ionizante. O gene DES (desmin) codifica a
proteina desmin, que atua especificamente no muasculo. MutacBes no gene causam
miopatia cardioesquelética (MIM, 604765). Alteracdes nesse mesmo gene Ssdo
responsaveis pela sindrome de KAESER ou sindrome escapuloperoneal (MIM, 181400)
(Walter et al., 2007). De manifestacdo tardia, a doenca é caracterizada pela fraqueza e
atrofia dos masculos com distribuicdo escapuloperoneal. O padrdo de heranca das duas
doencgas € dominante. Mutagdes no gene OBSL1 (Obscurin-Like 1) causam a sindrome
3M (MIM, 612921), que € caracterizada por grave restricdo de crescimento intra-uterino
e pés-natal (Hanson et al., 2009). A doenca tem padréo de heranca recessivo. O fendtipo
da portadora da t(2;16) ndo estd relacionado ao quadro clinico dessas doengas e,
portanto, os genes NHEJ, DES e OBSL1 ndo parecem contribuir ao fenotipo. Nao ha
dados na literatura que indiqguem que a alteracdo na expressdo dos outros genes

mapeados proéximos ao ponto de quebra do cromossomo 2 possam ser patogénicas. No
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cromossomo 16, oito e quatro genes estdo mapeados, respectivamente, nas regides 1,2
Mb proximal e distal ao ponto de quebra (Figura 50). Alteragdes no gene FOXF1
(forkhead box F1) estdo associados a displasia capilar alveolar (MIM, 265380).
Mutacdes no gene FOXC2 (forkhead box C2) causam a sindrome de distiquiase-
linfedema (MIM, 153400), caracterizada pelo acimulo de liquidos nos membros,
principalmente pernas e bragos. O fen6tipo da portadora da t(2;16) ndo se enquadra no
quadro clinico dessas doencas e, portanto, os genes FOXF1 e FOXC21 ndo parecem
contribuir para o fendtipo. N&o ha dados na literatura que indiquem que a alteracfes na
expressao dos outros genes mapeados proximos ao ponto de quebra do der(16) possam
ser patogénicas. Concluimos que, apesar do gene IHH estar mapeado a mais de 1 Mb de
distancia do ponto de quebra do cromossomo 2, a alteracdo na expressdo do gene IHH é

o principal mecanismo candidato ao quadro clinico da paciente.
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FIGURA 49. Regido proxima ao ponto de quebra do cromossomo 2 da t(2;16): Mapa do
segmento 1,2 Mb distal e 1,2 Mb proximal ao ponto de quebra do cromossomo 2, delimitado pelas linhas
pontilhadas. Na regido proximal ao ponto de quebra estdo mapeados 28 genes, incluindo o gene IHH
(seta). O gene EPHA4 é o Unico gene mapeado na regido distal ao ponto de quebra. Ressalta-se que o
segmento de 97kb que contem o ponto de quebra esta incluido em uma regido de 1,7 Mb entre 0 SLC4A3
e EPHA4, no qual ndo ha genes mapeados (Adaptado de UCSC, hg 18).
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FIGURA 50. Regido proxima ao ponto de quebra do cromossomo 16 da t(2;16): Mapa do
segmento 1,2 Mb proximal e 1,2 Mb distal ao ponto de quebra do cromossomo 16, delimitado pelas
linhas pontilhadas. Na regido proximal e distal ao ponto de quebra estdo mapeados, respectivamente oito
e quatro genes (Adaptado de UCSC, hg 18).
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e Ogene IHH

O gene IHH codifica uma molécula sinalizadora da familia hedgehog que atua
na diferenciacdo dos condrdcitos e na formacgdo Ossea cortical. A molécula tem papel
fundamental na formacgdo Ossea endocondral através da regulacdo e diferenciacdo dos
condracitos via controle de feedback negativo com o peptidio relacionado ao hormonio
paratireoideo (parathyroid hormone-related peptide, PTHrP) (Vortkamp et al., 1996). O
IHH também promove a formacdo dos 0ssos corticais por meio da sinalizacdo via
receptores Ptchl em osteoblastos. Ma et al. (2011) sugerem que diferentes mutacfes no
IHH afetam a sinalizagdo da proteina em multiplos niveis, causando desenvolvimento

anormal de 0ssos e formacdo anormal de digitos.

a) O gene IHH e os rearranjos cromossémicos

A portadora da t(2;16) tem quatro digitos nas duas maos, com aparente auséncia
do indicador e nos pés tem hexadactilia. O IHH &, portanto, bom candidato ao quadro
clinico. O gene localiza-se entre 1,0-1,1 Mb upstream ao ponto de quebra do
cromossomo 2 e poderia afetar a expressdo do gene, por efeito de posicdo. Ha
evidéncias na literatura indicativas de que alteracdes em possiveis regides reguladoras
do gene resultam em malformacgdes de membros. O camundongo mutante doublefoot
(Dbf) tem polidactilia pré-axial nos quatros membros e neles foi detectada expresséo
exacerbada do gene ihh (Babbs et al., 2008). O sequenciamento do gene nédo revelou
mutacdes. No entanto, foi detectada uma delecdo de aproximadamente 600 kb a 50 kb
distal ao ihh. A dele¢do incluia parte da sequéncia do gene Nhejl e de outros 22 genes
(Figura 51). Os autores sugerem que 0 mecanismo responsavel pelo fen6tipo seria um
aumento da expressdo do ihh devida a alteracdo de um elemento regulador distante em
cis ao gene ihh: um repressor na regido deletada ou um enhancer localizado além da
delecdo. Evidéncias em humanos também indicam que a expressdo alterada do IHH
pode estar associada a alteragdo no desenvolvimentos dos membros (Figura 51).
Sindactilia dos dedos dos pés e das méos foi observada em um portador da translocacdo
t(2;7)(q35;p22), que interrompe 0 gene NHEJ1 no intron 5 (Cantagrel et al., 2007). A
consequéncia desse rearranjo seria isolar o gene IHH de possiveis elementos
reguladores localizados downstream ao gene (Babbs et al., 2008). No entanto, como o
paciente ndo tinha polidactilia, Babbs et al. (2008) sugerem que o fenétipo do portador
da t(2;7) estd relacionado a diminuicdo da expressdo do IHH e ndo ao aumento da

expressdo do gene, como no camundongo Dbf. Recentemente, alteragdes na expressao
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do IHH foram associadas a ganhos de nimero de copias em pacientes com sindactilia e
craniossinostose (Klopocki et al., 2011). Nesse trabalho foram identificadas trés
familias portadoras de microduplicacfes de 38-48 kb que segregavam com o quadro
clinico. Uma das duplicacdes inclui o IHH, mas as outras duas estao distais ao gene, em
regides intrénicas do gene NHEJ1. Todos os portadores das microduplicacbes tinham
sindactilia de partes moles nos dedos das mé&os e sindactilia nos dedos dos pés (exceto
nos digitos 2 e 3). Na familia em que os afetados tinham a duplicacdo mais distal,
observou-se também polidactilia pré-axial dos dedos dos pés. Nas duas regides de
superposicdo das duplicacbes foram identificados elementos conservados néo
codificadores. Estudos com genes reporteres revelaram que esses elementos tém
atividade de enhancers que atuam nos membros em desenvolvimento e no cranio. Os
autores propdem que as duplicacdes diminuem ou aumentam a expressdo do IHH e,
consequentemente, afetam a complexa rede reguladora de sinalizacdo durante a

formacao dos digitos e do cranio.

Scle S0} {
2 212200000| 215600000 219300000 220000000 2201000001 220200000 220300000 220400000 220500000 2206000001

FIGURA 51. Rearranjos cromossdémicos associados a desregulacdo do gene IHH: Mapa do
segmento entre o gene IHH (seta escura) e 0 ponto de quebra do cromossomo 2 da t(2;16) (delimitado
pela linha pontilhada). Os genes mapeados na regido sdo representados. Foram descritas trés duplicacdes
(retangulos azuis) em pacientes com sindactilia dos dedos dos pés e méos (Klopocki et al., 2011): uma
das duplicag6es inclui o IHH, mas as outras duas estdo distais ao gene, em regides intrénicas do NHEJ1.
O ponto de quebra do cromossomo 2 de uma translocagdo t(2;7)(g35;p22) (seta vermelha) associada a
sindactilia dos dedos dos pés e mdos também ocorreu no intron do NHEJ1 (Cantagrel et al., 2007). O
camundongo mutante doublefoot (Dbf) tem polidactlilia pré-axial nos quatros membros. A analise
molecular revelou a presenca uma dele¢do de aproximadamente 600kb localizada a 50 kb downstream ao
ihh (retdngulo escuro). A delecéo incluia parte da sequéncia do gene Nhejl e de outros 22 genes. O ponto
de quebra do cromossomo 2 da t (2;16) localiza-se a cerca de 300 kb da extremidade distal da dele¢do
Dbf. (Adaptado de UCSC, hg 18).
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Esses estudos (Cantagrel et al., 2007; Babbs et al., 2008; Klopocki et al., 2011)
indicam que a expressdo do gene IHH seria regulada por elementos localizados distais
ao gene. No entanto, se o fenétipo da portadora da t(2,16) for resultado da desregulacéo
do gene IHH, o rearranjo teria afastado o gene de elementos reguladores localizados em
segmento a mais de 1 Mb distal ao gene. No caso do camundongo mutante Dbf uma das
hipoteses é que a delecdo de 600kb tenha aproximado o Ihh de um elemento regulador
distante. A delecdo detectada no camundongo (chrl:75,098,488-75,694,480, mm9)
corresponde a um segmento de 625 kb do genoma humano (chr2:219,727,736-
220,351,470, hg 18). A regido da delecdo no camundongo esta localizada cerca de 300
kb do ponto de quebra da t(2,16) (chr2:220,650,531-220,748,042). O(S) mesmo(s)
elemento(s) regulador(es) aproximado(s) ao ihh pela delegdo no camundongo mutante
Dbf, poderia(m) ter sido interrompido(s) ou separado(s) do IHH pelo rearranjo
cromossémico na portadora da t(2;16). Além do gene SOX9, outros genes que atuam no
desenvolvimento tem a sua expressao controlada por elementos reguladores localizados
a grandes distancias. Um deles é o Sonic hedgehog (SHH), que também atua no
desenvolvimento dos membros. Lettice et al. (2002) mostraram que a interrup¢éo de um
elemento regulador localizado a cerca de 1 Mb do SHH, altera a expressdao do gene
resultando em polidactilia pré-axial (Lettice et al., 2002). Os autores estudaram um
portador de translocacéo t(5,7)(g11,9g36) com ponto de quebra localizado no intron 5 do
gene LMBR1. No mesmo estudo, uma insercdo no intron correspondente do gene Lmbrl
foi identificada no camundongo mutante Ssg que também tinha polidactilia. Nesses
animais a expressao do shh estava alterada. No paciente portador da translocagédo e no
camundongo mutante Ssqg, 0 mesmo elemento conservado n&o codificador foi
interrompido, indicando que esse elemento atua como regulador da expressao do Shh,
mesmo a 1 Mb de distancia do gene. Um estudo posterior (Sagai et al., 2005) revelou
que a delecé@o desse mesmo elemento em camundongos resulta na auséncia da expressdo
do shh nos membros em desenvolvimento e em degeneracao de elementos esqueléticos
distais a juncéo estilopddio/zigopddio. Esses dados indicam que a sequéncia conservada
€ necessaria para o desenvolvimento correto dos membros. A analise comparativa
genbmica revelou que uma sequéncia correspondente estava proxima ao gene shh no
genoma de um peixe teledsteo. Os autores sugerem que sequéncias intrénicas
conservadas evoluiram de um ancestral comum a peixes e tetrapodas para controlar o

desenvolvimento dos membros.
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b) Busca de elementos conservados ndo codificadores candidatos a serem
reguladores do gene IHH na regido proximo ao ponto de quebra do
cromossomo 2 da t(2;16)

Entre os genes SLC4A3 e o EPHA4 ha um segmento de 1,7 Mb
(chr2:220,214,946-221,990,991) no qual ndo h& genes mapeados (Figura 49). Essa é
uma regido candidata a conter sequéncias conservadas que atuem na regulacdo do IHH.
Nessa regido localiza-se o ponto de quebra do cromossomo 2 da t(2;16)
(chr2:220,650,531-220,748,042). Assim, nossa hipotese é que o fendtipo da portadora
da t(2;16) resultaria da interrupcdo de elemento regulador ou do afastamento de
elemento regulador mapeado a mais de 1 Mb upstream ao IHH. Na busca desses
elementos reguladores, buscamos por regides evolutivamente conservadas com auxilio
do programa ECR Browser, que permite alinhar sequéncias de varias linhagens de
vertebrados e a analise comparativa do segmento alvo (Ovcharenko et al., 2004). Foram
consideradas sequéncias com mais de 75% de identidade com no minimo 350 pares de
bases (Benko et al., 2009). No segmento de 1,3 Mb (chr2:220,650,531-221,990,991),
correspondente a extremidade proximal do clone RP11-558116, que contém o ponto de
quebra do cromossomo 2, até o inicio do gene EPHA4 (Figura 52A), foram
identificados 11 elementos conservados ndo codificadores (CNE) no genoma de
humanos, chimpanzé, macaco rhesus, cdo, bovino, camundongo, rato e galinha. Um
desses CNE, uma sequéncia de 450 pares de base (chr2:220,741,697-220,742,145), com
identidade de 75% entre vertebrados, localiza-se na extremidade distal no clone RP11-
558116 e pode ter sido interrompido pelo rearranjo ou translocado para o der(16)
(Figura 52B). Se atuar como elemento regulador do gene, sua interrup¢do ou perda de

comunicacdo com o IHH pode ter alterado a expresséo do gene.
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FIGURA 52. Andlise gendbmica comparativa da regido 1,3 Mb downstream ao ponto de
quebra do cromossomo 2: (A) Esquema da regido gendmica proximal e distal ao ponto de quebra do
cromossomo 2, contido no clone RP11-558116 (em vermelho) (Adaptado de UCSC, hg 18). As linhas
pontilhadas delimitam a regido de 1,3 Mb analisada em busca de elementos conservados néo
codificadores (CNE) com auxilio do programa ECR Browser. Foram identificados nessa regido 11
elementos conservados ndo codificadores (CNE) no genoma de humanos, chimpanzé, macaco rhesus,
cdo, bovino, camundongo, rato e galinha. Um desses elementos localiza-se na regido do clone RP11-
558116 (B) Sequéncia gendmica correspondentes ao segmento do clone RP11-558116 que contem o ponto
de quebra do cromossomo 2: foi identificado um elemento conservado de 450 pb (chr2:220,741,697-
220,742,145) (seta azul), localizado na extremidade distal do clone, que pode ter sido interrompido pelo
ponto de quebra ou translocado para o der(16). A sequéncia de 450 pb est4 conservada em todos os
grupos de vertebrados estudados, excetuando bovino, em que a sequéncia foi perdida. Em rosa, elementos
conservados; em azul, transposons e elementos repetitivos simples; em vermelho, regides intergénicas. O
eixo horizontal corresponde ao alinhamento da sequéncia referéncia. O eixo vertical, que varia de 50 a
100%, corresponde ao nivel de identidade do nucleotideo nesse alinhamento. (Retirado do ECR browser).
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V. SUMARIO E CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo identificar mecanismos pelos quais rearranjos
cromossémicos aparentemente equilibrados possam estar associados de maneira causal
a determinados quadros clinicos. Para isso estudamos seis transloca¢des cromossémicas
aparentemente equilibradas, detectadas em pacientes com malformagdes congénitas,
comprometimento neuropsicomotor ou déficit intelectual. Os pontos de quebra desses
rearranjos foram mapeados por hibridacdo in situ fluorescente (FISH). A busca por

microdelecdes e duplicacdes gendmicas foi realizada por a-CGH.

Estudamos  duas  translocacbes  esporadicas,  t(7;17)(p.13;024) e
t(17;20)(g24.3;911.2), nas quais 0s pontos de quebra no cromossomo 17 foram
localizados, respectivamente, a 917-855 kb e 624-585 kb upstream ao gene SOX9, em
segmentos sem genes mapeados. Ambos o0s portadores apresentavam alteragdes
esqueléticas que indicaram o diagnostico de displasia campomélica acampomélica. N&do
foram detectados desequilibrios cromossémicos submicroscépicos por a-CGH. Essas
translocacGes podem levar a expressdo alterada do gene SOX9, ao afetar a regido
reguladora desse gene. Sequéncias dos outros cromossomos participantes da
translocacéo, que foram aproximadas ao gene pelo rearranjo, também podem ter afetado
sua expressdo. O estudo dos rearranjos t(7;17) e t(17;20) forneceu informacdo para o
entendimento da regido reguladora do gene. As manifestacBes clinicas associadas a
t(17;20) permitiram redefinir o limite distal do cluster distal de rearranjos do
cromossomo 17 associados ao espectro de manifestacdes clinicas do SOX9. A presenca
de testiculo no portador dessa translocacdo indicou um elemento conservado candidato

a atuar como enhancer do SOX9, para o desenvolvimento do testiculo.

Duas outras translocacdes equilibradas estavam associadas a desequilibrios
submicroscopicos em cis aos pontos de quebra. Caracterizamos uma t(10;21)(p13;922)
esporadica associada a atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, microcefalia e
espasticidade generaliza. Os pontos de quebra dos cromossomos 10 e 21, foram
mapeados, respectivamente, em segmentos de 440 kb e 172 kb. Trés genes estdo
mapeados no segmento que contém o ponto de quebra do cromossomo 10 e trés outros,
no intervalo delimitado para o ponto de quebra no cromossomo 21. O gene CDNF, que
pode ter sido interrompido pelo ponto de quebra do cromossomo 10, é altamente

expresso no sistema nervoso. A analise por meio de a-CGH detectou quatro dele¢cdes no
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cromossomo 10 todas de novo, indicando a complexidade do rearranjo. Duas delecdes
estavam proximas ao ponto de quebra: uma delegdo de 973 kb em 10p14 e uma outra de
1,15 Mb em 10p13, mapeadas a 3,27 Mb e 210 kb do ponto de quebra da translocacao,
respectivamente. Outras duas dele¢bes no cromossomo 10 ocorreram no braco longo:
uma delecdo de 700 kb em 10g26.13 estaria a 110,10 Mb do ponto de quebra da
translocacéo, mas ndo conseguimos mapeéa-la por FISH; uma outra delecéo de 1,66 Mb
em 10026.2-9q26.3 foi mapeada a 114,68 Mb do ponto de quebra da translocacéo.
Quatorze genes estdo localizados nas regides das microdelecdes. Os genes GPR26,
OPTN, CUGBP?2 séao altamente expressos no sistema nervoso e, assim como o CNDF,
podem ser considerados candidatos ao efeito fenotipico. O modelo de chromothripsis,
em que o rearranjo resulta de uma série de quebras na dupla fita do DNA, seguida de
ligacdo aleatoria dos fragmentos resultantes, pode explicar a formacéo da translocacao
t(10;21).

Aplicando a-CGH no estudo de uma translocacdo t(X;22)(g22;q13) esporadica,
detectamos duplicacGes de 490 kb e 570 kb, respectivamente, em 22q13 e Xq22. A
andlise por FISH revelou que as cdpias adicionais desses segmentos estavam localizadas
nos pontos de quebra dos cromossomos derivativos X (segmento duplicado de 22913) e
22 (segmento duplicado de Xg22). Ndo ha genes mapeados no segmento duplicado do
cromossomo 22. Um dos 14 genes duplicados no cromossomo X € o PLP1 (proteolipid
protein 1), cujas mutacdes de ponto e duplicagdes causam a doenga de Pelizaeus-
Merzbacher, caracterizada pela hipomielinizacdo do sistema nervoso central e afetando
quase que exclusivamente individuos do sexo masculino. O exame neuroldgico,
incluindo ressonancia magnética, mostrou que o quadro clinico da paciente é compativel
com o da doenca de Pelizaeus-Merzbacher. A anélise do padrdo de inativacdo do
cromossomo X em linfécitos de sangue periférico da paciente, com base na metilacdo
do gene AR e também citologicamente em metafases, apds incorporacdo de 5-BrdU,
revelou que, na maioria das células, o cromossomo X normal esta inativo. Esse padrao
de inativacdo torna as células funcionalmente equilibradas quanto aos segmentos
translocados. O PLP1, entretanto, tem uma copia adicional no cromossomo 22, além
das copias localizadas nos cromossomos X e der(X). Portanto, duas copias ativas do
gene estdo presentes nas células da portadora da t(X;22). O mecanismo de formac&o de

rearranjos cromossomicos baseado em bolhas de replicacdo explicaria a formagéo de
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translocacbes com duplicacdo em ambos os pontos de quebra, como ocorreu nessa
t(X;22).

Estudamos também uma aparente t(2;22)(p14;912) familial que cossegregava
com quadro de atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e dificuldade de
aprendizado associados a dismorfismos craniofaciais e alteracdes de méaos. A
identificacdo de duplicacBes e delecBes submicroscopicas, por meio de a-CGH e sua
validacdo por FISH revelaram que se tratava, na verdade, de rearranjo, complexo entre
trés cromossomos 2, 5 e 22: um segmento de 1,2 Mb de 2p14 inseriu-se no braco curto
do cromossomo 5, um evento que pode ter causado a delecdo de um segmento de 1,4
Mb em 5p15.1; no cromossomo derivativo der(22) um segmento adicional de 5g23.2-
23.3 inseriu-se no ponto de quebra. Todos os afetados da familia eram portadores do
der(2) e do der(22). No entanto, o der(5) ndo segregava com o quadro clinico e foi
detectado em um individuo fenotipicamente normal da familia. Todos os afetados eram
portadores da duplicacdo de 6,6 Mb do braco longo do cromossomo 5 (5¢923.2-23.3). Os
17 genes duplicados séo candidatos para o quadro clinico, por aumento da dosagem de
seus produtos. Outra alteracdo comum a todos os afetados foi a haploinsuficiéncia do
gene SLC1A4 mapeado em 2pl4 e altamente expresso no sistema nervoso. E
interessante que a delecdo em 2pl14, consequente a auséncia do der(5), esta restrita aos
dois afetados que aparentam tem maior déficit cognitivo. Além do SLC1A4 , quatro
genes mapeados nesse segmento CEP68, RAB1A, ACTR2 e SPRED2 podem contribuir
para a variabilidade clinica dos afetados. A translocacdo t(2;5;22) pode ter-se originado
a partir de duas quebras no braco curto do cromossomo 2, duas no braco curto e duas
outras no braco longo do cromossomo 5 e uma quebra no braco longo do cromossomo
22. As quebras teriam ocorrido simultaneamente em um Unico evento. Apos reunido de

extremidades quebradas, formaram-se 0s cromossomos derivativos.

Investigamos por a-CGH uma t(2;16)(q35;q24.1) esporadica cujos pontos de
quebra foram mapeados anteriormente por FISH; nenhum gene estava mapeado nos
segmentos que continham esses pontos de quebra. Ndo detectamos desequilibrios
cromossémicos submicroscopicos. A paciente portadora da translocacdo t(2;16) tinha
quatro digitos nas duas maos e hexadactilia nos pés. A cerca de 1 Mb do ponto de
quebra do cromossomo 2 estd mapeado o gene IHH, que atua no desenvolvimento dos

membros. A translocacdo pode ter interrompido elemento regulador do IHH ou
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separado o gene de elemento(s) regulador(es), levando a alteracdo de sua expresséo e ao
fendtipo.

Este estudo fornece evidéncia adicional da importdncia da busca de
desequilibrios cromossémicos submicroscopicos em associacdo com rearranjos
aparentemente equilibrados. Em trés das seis translocacdes estudadas - t(10;21), t(2;22),
t(X;22) - foram detectados desequilibrios cromossdmicos submicroscopicos em cis aos
pontos de quebra, que podem ser responsaveis pelas manifestacBes clinicas dos
portadores. Este estudo ressalta ainda a importancia da técnica de FISH na analise dos
desequilibrios cromossémicos detectados por array, permitindo determinar a relacédo
entre as perdas ou ganhos de segmentos submicroscopicos e os rearranjos equilibrados.
A caracterizacao de rearranjos equilibrados neste estudo também contribuiu para sugerir

mecanismos para sua formacao.
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VI.  SUMMARY AND CONCLUSIONS

This study aimed at identifying mechanisms that lead to phenotypic
abnormalities in carriers of balanced chromosomal rearrangements. We studied six
apparently balanced chromosomal translocations detected in patients with congenital
malformations, intellectual impairment or neuropsychomotor delay. Breakpoint
mapping of apparently balanced chromosomal rearrangements was performed by
fluorescence in situ hybridization (FISH), and cryptic genomic imbalances were

investigated by array comparative genomic hybridization (a-CGH).

We studied two sporadic translocations, t(7;17) (pl13;gq24) and t(17;20)
(924.3,q11.2). The breakpoints were located on chromosome 17, respectively, 917-855
kb and 624-585 kb upstream the SOX9 gene. There are no genes mapped to these
segments. Patients had skeletal abnormalities that led to the diagnosis of acampomelic
campomelic dysplasia. No submicroscopic chromosomal imbalances were detected by
a-CGH. These translocations can alter gene expression by directly disrupting regulatory
elements or by a position effect. The translocation t(7;17) and (17;20) provided
additional information regarding the regulatory region of SOX9. The clinical
manifestations associated with the translocation t(17;20) allowed the redefining of the
limits of the distal breakpoint cluster of rearrangements on chromosome 17, which are
associated with SOX9-related disorders. A conserved element was identified as a
candidate SOX9 enhancer for testis development.

Two additional sporadic translocations were associated with submicroscopic
imbalances in cis to the breakpoints: t(10;21) and t(X;22). The translocation
t(10;21)(p13;0922) was present in a girl with delayed motor development, microcephaly
and generalized spasticity. The breakpoints on chromosomes 10 and 21 were mapped to
440 kb and 172 kb segments, respectively. Among the genes mapped to these
breakpoint regions, only CDNF on chromossome 10, is highly expressed in the nervous
system. Four de novo deletions on chromosome 10 were identified by a-CGH, revealing
the complexity of the rearrangement. Two deletions were located at the vicinity of the
translocation breakpoint: a 973 kb deletion on 10p14 and a 1.15 Mb deletion on 10p13
located, respectively, 3.27 Mb and 210 kb distal to the translocation breakpoint. Two
other deletions were detected on the long arm of chromosome 10: a 700 kb deletion on
10026.13, located 110.10 Mb distal to the translocation breakpoint, which we could not
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mapped by FISH; and a 1.66 Mb deletion on 10926.2-q26.3, located 114.68 Mb distal to
the translocation breakpoint. Fourteen genes are mapped to the microdeletion regions.
Among these genes, GPR26, OPTN, CUGBP2 are highly expressed in the nervous
system and, together with CNDF, are candidates for having clinical effects. The
chromothripsis model, in which rearrangements result from a series of simultaneous
double-stranded breaks followed by random joining of chromosomal fragments, might
explain the formation of this t(10,21) translocation.

Applying a-CGH to the apparently balanced translocation t(X;22)(g22;q13)
carried by a girl, we detected duplicated segments on 22913 and Xq22, encompassing
490 kb and 570 kb, respectively. FISH analysis revealed that the additional copies were
located to the breakpoints of the derivative X chromosome (22q13 duplicated segment)
and of the derivative 22 chromosome (Xg22 duplicated segment). No genes are mapped
to the duplicated segment of chromosome 22. One of the 14 duplicated genes on the X
chromosome is PLP1 (proteolipid protein 1). PLP1 point mutations and duplications
cause Pelizaeus-Merzbacher disease, characterized by hypomyelination of the central
nervous system, and affecting almost exclusively males. Neurological examination of
the patient, including MRI showed that her clinical manifestations were compatible with
Pelizaeus-Merzbacher disease. The pattern of X chromosome inactivation was
determined in peripheral blood lymphocytes, based on the AR gene methylation, and
cytologically, in metaphases spreads, after 5-BrdU incorporation, and showed that the
normal X chromosome was the inactive one in the majority of cells. This pattern of X
inactivation makes cells functionally balanced for the translocated segments. A copy of
the PLP1 gene, however, is present on chromosome 22, in addition to the copies located
on the chromosomes X and der(X). Thus, two active copies of the gene are present in
the cells, irrespective of the X-inactivation pattern. A mechanism based on replication
bubbles can explain the formation of translocations with duplication at the breakpoints,
such as this t(X;22).

An apparently balanced familial translocation t(2;22)(p13;q12.2) was detected in
association with learning disability and craniofacial and hand dysmorphisms. The
combination of a-CGH and FISH revealed that the rearrangement, identified by G-
banding as a two-break balanced translocation, was a more complex three-chromosome
rearrangement: a segment from chromosome 2 was inserted into chromosome 5 short

arm, an event that probably caused a 5p15.1 deletion; on chromosome 22 a segment
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from 5023.2-23.3 was inserted into the breakpoint. Chromosomes der(2) and der(22)
were present in all affected individuals. However, the der(5) did not segregate with the
clinical phenotype, and was detected in a phenotypically normal individual. The 6.6 Mb
duplication of the long arm of chromosome 5 was the imbalance common to all affected
individuals. The 17 genes in this region are candidates for the clinical phenotypes
through dosage effect. In addition, common to all affected individuals is the
haploinsufficiency of SLC1A4, a gene highly expressed in the nervous system, which is
encompassed by the deletion on chromosome 2. Interestingly, learning disabilities were
more pronounced in those patients who also carried chromosome 2 deletion. CEP68,
RAB1A, ACTR2 and SPRED2, mapped to this deleted segment, might contribute to the
variability of the clinical phenotype in the family. The translocation t(2;5;22) might
have originated from a series of simultaneously occurring brakes, two on the short arm
of chromosome 2, four breaks on the short arm and two on the long arm of chromosome

5, and one break on the long arm of chromosome 22.

We also investigated by a-CGH a sporadic translocation t(2;16)(q35;0924.1)
whose carrier had hand and feet defects. Submicroscopic imbalances were not detected.
Previously performed FISH delimited the breakpoints segments on chromosomes 2 and
16, which encompassed no genes. The IHH gene, which is involved in limb
development, is located approximately 1 Mb upstream chromosome 2 breakpoint.
Therefore, the translocation might have disrupted a regulatory element of IHH or,
alternatively, separated the gene from a regulatory region, thus altering IHH expression.

This study provides further evidence for the occurrence of submicroscopic
chromosomal imbalances in association with apparently balanced rearrangements. In
three out of six translocations - t(10,21), 1(2;5;22), t(X;22) - cryptic
duplications/deletions in cis to the breakpoints were detected, which might account for
the clinical manifestations of the patients. This study also highlights the importance of
FISH in the analysis of genomic imbalances detected by array in determining how
losses and gains of submicroscopic segments relate to the rearranged chromosomes. The
characterization of the balanced translocations in this study also contributed to suggest

mechanisms for their formation.
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