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I. INTRODUCAO

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

As alteracdes cromossdmicas, em sua maioria, constituem eventos esporadicos
e, devido aos desequilibrios de dose, o efeito fenotipico impede sua transmissdo para a
geragdo seguinte. Os rearranjos estruturais, entretanto, sao 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 progé€nie com quadros clinicos. Estudos em casais com
histérico de abortamento de repeticio mostram que, em 3 a 6% daqueles que tiveram
dois ou mais abortos consecutivos, um dos membros era portador de rearranjo

equilibrado (Franssen et al., 2006).

I.1 Técnicas de estudo cromossomico

Em 1956, Tjio e Levan mostraram que o nimero de cromossomos da espécie
humana é 46. A partir desse momento foi possivel associar anomalias cromossOmicas
especificas a doengas. Nos anos 70, foram desenvolvidos protocolos de coloragcdo que
produziam um padrio 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 posicdo dos
centromeros. Alteragdes estruturais, como translocagdes, inversdes, delecdes e
duplicagdes, passaram a ser identificadas com maior precisao.

Apesar dos avangos trazidos para a identificacdo dos cromossomos, as técnicas
de bandamento aplicada a cromossomo metafdsicos/prometafasicos permitem a
deteccao de alteracdes cromossdmicas que afetem no minimo 5 a 10 Mb. Mas o nivel de

resolucao pode ser menor, dependendo do padrdao de bandas do segmento afetado. O



desenvolvimento de técnicas moleculares aplicadas a citogenética trouxe maior precisao
na caracterizac¢ao dos rearranjos cromossomicos do que a que permite o bandamento.

Essas técnicas permitem a andlise do genoma de forma global (genome-wide) ou
alvo-dirigida, com diferentes graus de resolugdo (revisao em Speicher e Carter 2005;
revisdo 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
avango importante para os estudos citogenéticos. Nesse método, a sonda e o DNA alvo
na lamina sdo desnaturados, seguindo-se a hibridacao das sequéncias complementares.
Para visualizacado em microscépio de fluorescéncia, as sondas sdo ligadas diretamente a
um fluorocromo ou sdao 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 cromossdmicas ou a partir de um segmento especifico,
podendo ser sondas para sequéncias Unicas ou repetitivas, como as centroméricas. No
estudo de rearranjos cromossdmicos equilibrados, a hibridacdo in situ fluorescente
permite refinar a localizagdo de pontos de quebra e identificar microdele¢des ou
duplicagdes nos cromossomos rearranjados.

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

O nivel mais alto de resolucdo para andlise cromossdmica baseada na técnica de
FISH ¢ atingido quando sdo usadas fibras de cromatina, como alvos para a hibridacao.
Nesse método (fibre-FISH), as proteinas e histonas sdao removidas da cromatina que,
assim, fica altamente distendida (Speicher e Carter, 2005). Constitui ferramenta
especialmente util para mapear sequéncias em regides especificas do genoma, ja que
permite medir os espacos e sobreposi¢des entre as sondas. Assim a resolucdo da técnica
de FISH vai daquela na sua aplicacio em preparacdes metafdsicas/prometafasicas
(resolucd@o 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 ultimos anos, a hibridacdo genOmica em microarrays tornou-se uma
ferramenta efetiva para a deteccdo de perdas e ganhos de segmentos cromossOmicos
submicroscépicos (Miller et al., 2010). A resolucdo do microarray € determinada pelo
tamanho e pela distancia entre as sondas, em sua cobertura parcial ou total do genoma.
Na técnica de hibridagdo gendmica comparativa baseada em microarray de DNA (a-
CGH), o DNA controle ¢ o DNA teste, marcados com fluorocromos diferentes,
competem pela hibridacdo a sondas fixadas e organizadas na superficie de uma lamina;
perdas e ganhos de segmentos sdo indicadas pela diferengca 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 cromossomicos, mas a genotipagem. Nessa abordagem, a
amostra de um udnico paciente é hibridizada ao array e alteragdes no nimero de copias
sao detectadas pela comparagcao com hibrida¢des 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 determinagdo da origem
parental de rearranjos esporadicos (Miller et al., 2010).

A hibridagdo em microarrays aumentou o poder de resolucdo da andlise
cromossOmica global do nivel de megabase para kilobase; consequentemente
desequilibrios cromossOmicos nao detectdveis pelas técnicas de bandamento passaram a
ser descritos. Por exemplo, a aplicacdo de a-CGH no estudo de pacientes com
deficiéncia mental ou malformagdes congénitas mostra que desequilibrios
submicroscopicos estdo presentes em 15 a 20% dos casos (Rosenberg et al., 2006;
Miller et al., 2010). Recentemente, com base em uma extensa revisdo na literatura, o
International Standard Cytogenomic Array (ISCA) Consortium recomendou a aplica¢do
inicial do microarray no estudo de pacientes com malformacdes congénitas multiplas,
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 detec¢do de desequilibrios submicroscépicos (entre 15 a 20% em comparagao

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



bandamento G deve limitar-se ao estudo de pacientes com sindromes cromossomicas
conhecidas, histdrico de rearranjos cromossdmico na familia ou de abortos de repeti¢do.

Na andlise de rearranjos cromossomicos equilibrados, a aplicacao de a-CGH tem
permitido ndo somente detectar alteragdes submicroscépicas nos pontos de quebra, mas
também alteracdes distantes a ele inclusive em cromossomos que ndo 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
hibridagdo gendmica em array ndo revela, na maioria das vezes, o tipo do rearranjo
cromossdmico que deu origem a perda ou ao ganho de segmentos.

Uma modificacdo no protocolo de a-CGH permite estudar especificamente os
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 translocagdes
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 0s
pontos de quebra, com base na razao entre as intensidades dos sinais dos fluorocromos.

Recentemente, o sequenciamento de préxima geracao 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 andlises 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
cromossOdmicos e as variagdes estruturais serdo mapeados e sequenciados, em larga

escala, no nivel de resolucao de pares de base.

1.2 Mecanismos de formacio de rearranjos cromossomicos

A recombina¢@o homdloga ndo alélica (Non Allelic Homologous Recombination
- NAHR) e a juncdo de extremidades ndo homdlogas (Non-Homologous End Joining -
NHEJ) sao os mecanismos classicamente considerados na formacdo de rearranjos
cromossOmicos. Nos dltimos anos, o uso de novas ferramentas para a caracterizagao
molecular dos pontos de quebra e juncdo dos rearranjos cromossdmicos vem revelando

sua complexidade e varios mecanismos t€m sido propostos para explicar a formacao



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 emparelham com base na
homologia de alguns poucos pares bases e sua juncdo ocorre apds adi¢do ou perda de
alguns pares de base, tornando as fitas compativeis (Figura 1; revisdo em Gu et al.,

2008).

DSB

1. Detecgcao de quebra
na dupla fita (DSB) J

2. Emparelhamentode
poucas bases na regiao
da junc3ao /

3.Introducaode
pequenas modificagoes

4. Ligacao final

FIGURA 1. Formacao de rearranjos cromossomicos por juncio de extremidades nao
homoélogas (NHEJ): Apds detecgdo 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 adi¢do 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 recombinacdo homologa,
quando sdo utilizadas sequéncias homodlogas ndo alélicas, como substrato para a
recombinacdo (NAHR; Figura 2). Esse € o mecanismo que origina a maioria dos
rearranjos cromossomicos estruturais recorrentes, como a duplicagdo do cromossomo
17, que causa a doenca de Charcot-Marie-Tooth do tipo 1A (CMTI1A; MIM 601097), e
a delecdo do cromossomo 7, que resulta na sindrome Williams-Beuren (WBS; MIM

194050). Em geral, a recombinagdo ocorre entre repeticdes de poucas copias (Low Copy



Repeats - LCR), que t€m 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 recombina¢do homéloga

nao alélica (revisao em Shaw e Lupski, 2004).
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FIGURA 2. Formacao de rearranjos cromossomicos por recombinacio homoéloga nao
alélica (NAHR): Emparelhamento seguido de recombinacdo entre Low Copy Repeats (LCR; setas
laranjas e roxas), que estdo orientadas na mesma dire¢do e compartilham alta homologia, resultando em
cromossomos com duplicag@o 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 cromossomicos pode fornecer
informacdes sobre o mecanismo de reparo que contribuiu para sua formacdo. Como a
maioria dos trabalhos focaram rearranjos cromossomicos recorrentes, grande parte do
conhecimento nessa drea 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 bragos cromossdmicos pela troca entre sequéncias
emparelhadas em disposi¢do invertida ou por recombinacdo em U. Os bragos curtos dos
cromossomos acrocéntricos contém multiplas copias de DNA satélite e genes de RNA
ribossomico 18S e 28S, sendo algumas sequéncias unicas para cada cromossomo e
outras, compartilhadas entre acrocéntricos. O clustering de pontos de quebra das
translocagdes Robertsonianas recorrentes rob(13ql4q) e rob(14q21q) sugere um
mecanismo especifico de formacgado desse tipo rearranjo. Em 97% dessas translocacdes 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

7



RNA ribossomico. 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 translocagdes rob(13ql4q) e rob(14q21q) em relagdo a
rob(13g21q) (revisao em Shaffer e Lupski, 2000).

O mecanismo de recombinacdo homdloga ndo alélica também foi proposto para
a formacdo da translocacido reciproca recorrente t(4;8)(p16;p23). Ambos os pontos
quebra ocorrem em clusters de genes receptores olfativos, sugerindo que a
recombinacdo entre esses 16cus em 4pl6 e 8p23 seja responsdvel pela formagdo do
rearranjo (Giglio et al., 2001). Assim como as transloca¢des Robertsonianas recorrentes,
a t(4;8)(p16;p23) forma-se preferencialmente na gametogénese materna (Page et al.,
1997; Giglio et al., 2002).

Ja a translocagdo reciproca recorrente mais frequente, a t(11;22)(q23;q11), é um
exemplo de rearranjo associado a formagdo de estruturas secundarias do DNA que criariam
instabilidade genomica em loco especifico (revisdo em Kurahashi et al., 2010). Os pontos de
quebra em 11923 e 22ql1 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 jungdo em t(11;22) localizou os pontos de quebras em ambos os
cromossomos no centro das PATRR (Kurahashi et al., 2000). Pequenas regides palindromicas
de DNA, como as PATRR, podem formar estruturas cruciformes de fita dupla que induziriam a
instabilidade gendmica, levando a quebra na dupla fita e formacgdo das transloca¢des (Kurahashi
et al., 2004). A auséncia de homologia e a presenca de pequenas delegdes nos pontos de quebra
da t(11;22) sugerem que, apés 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
espermatozdides 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 formacgdo e as sequéncias participantes
da maior parte dos rearranjos cromossdmicos equilibrados ndo recorrentes. O aprimoramento
das técnicas citogenéticas, em associa¢do com a andlise do DNA e o crescente conhecimento da
sequéncia e da arquitetura do genoma humano tornaram factivel a elucidacao dos mecanismos

de formagao desses rearranjos cromossdmicos.

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

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



encontradas, em ambos os pontos de quebra, sequéncias que, pela similaridade
compartilhada, poderiam ter mediado a formac@o do rearranjo por NAHR. Nos pontos
de quebra da maioria dos rearranjos foram detectadas duplicacdes, inser¢des e delecdes
de poucos pares de base, uma indicacio de NHEJ como mecanismo gerador do
rearranjo. O mecanismo de NHEJ também foi proposto no caso de translocacdes entre o
cromossomo X € um autossomo, em que ndo havia homologia extensa entre os
segmentos envolvidos e se detectaram pequenas delecdes, duplicagdes e inser¢des nos
pontos de quebra e juncdo (van Bakel et al., 1995; Vianna-Morgante et al., 2004).
Recentemente um novo mecanismo foi proposto para a formac@o de rearranjos
cromossOmicos. Lee et al. (2007) aplicaram oligoarrays e sequenciamento dos pontos
de quebra para analisar duplicacdes ndo recorrentes, que incluiam o gene PLPI
(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 secunddrias; diante da interrup¢do da forquilha de duplicagdo, 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 duplicagdes que incluem o gene MECP2 (Carvalho

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

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

populagdo geral (Tharapel et al.,1977; Fryns e van den Berghe,1979).
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FIGURA 3. Formacio de rearranjo cromossomico por Fork Stalling and Template
Switching (FoSTeS): (1) Ap6s o inicio da duplicacdo do DNA (linhas azul escuro e vermelho), lesdes ou
estruturas secunddrias podem levar & parada da duplicacdo; a fita lagging (linha vermelha pontilhada)
invade uma segunda forquilha de duplicac¢@o préxima (linhas sélidas, 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 duplicacio.
(Adaptada de Lee et al., 2007).

Diferentes mecanismos tém sido identificados ou sugeridos para explicar a
associacdo entre rearranjos cromossOmicos aparentemente equilibrados e quadros
clinicos. Uma das explicagdes mais Obvias € a interrup¢do de genes pelas quebras
cromossOomicas (Zatz et al., 1981; Bonaglia et al., 2001). Elementos reguladores
também podem ser danificados pelas quebras (Leipoldt et al., 2007). A expressdo de
genes situados proximos aos pontos de quebra pode ser alterada devido a “efeito de
posicdo’’; nesse caso, o rearranjo ndo altera diretamente o gene ou sua regiao promotora,
mas a mudanga de posicdo pode separar o gene de um elemento regulador ou pode
aproximd-lo da regido reguladora de outro gene (Kleinjan e Heyningen, 1998).
Recentemente a aplicacdio de microarrays de DNA ao estudo de rearranjos
aparentemente equilibrados tem revelado a complexidade de muitos deles, que incluem
microdelecdes e duplicacdes proximas aos pontos de quebra ou neles préprios e que
podem explicar os fendtipos alterados (Gribble et al., 2005; De Gregori et al., 2007;
Sismani et al., 2008).

Assim, a caracterizagdo dos pontos de quebra de rearranjos cromossOmicos

equilibrados pode levar a identificacdo de genes candidatos a serem responsaveis pelos
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quadros clinicos a eles associados. No entanto, € importante ressaltar que a associacao
entre fendtipo 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).

e [Interrupgdo de genes pelas quebras cromossomicas

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 translocag@o. No inicio da década de 80 foram publicados vérios
trabalhos que descreveram mulheres afetadas por distrofia muscular do tipo Duchenne
(DMD), que eram portadoras de translocagdes reciprocas entre o cromossomo X € um
autossomo (Zatz et al., 1981, Boyd et al.,1986). Em todos esses casos, o ponto de
quebra no cromossomo X ocorreu na banda Xp21, o que sugeria que o gene mutado na
DMD estava localizado nesse segmento e que tinha sido interrompido pelas quebras que
originaram as translocacdes. Esses resultados juntamente com a deteccdo de delecdes
em afetados permitiram a clonagem do gene da distrofina (Koenig et al., 1987). A
manifestacio 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 translocacdes X- autossomo; o desvio da inativacdo casual decorre da
selecdo contrdria as células que inativam o cromossomo X translocado, que ndo sao
equilibradas do ponto de vista funcional, pois apresentam dissomia parcial do
cromossomo X e monossomia parcial do autossomo. O estudo de translocacdes X-
autossomo levou a identificacio 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 heranca ligada ao X,
especialmente nos casos ndo sindrémicos, em que os estudos de ligacao sao dificultados
(revisdo em Vandeweyer et al., 2009). Zemni et al. (2000), por exemplo, verificaram
que o gene TM4SF2 (Transmembrane 4 Superfamily, Member 2), mapeado em Xpl1.4,
tinha sido interrompido pela translocacdo t(X;2)(p11.4;p21.3) em uma paciente com
deficiéncia mental ndo sindromica. A expressdo do fenétipo foi resultado da inativagao
do cromossomo X normal. O gene TM4SF2 ¢é altamente expresso no sistema nervoso
central, incluindo o cértex cerebral e o hipocampo, sendo indicado candidato ao quadro

clinico. Isso foi confirmado com a deteccdo de mutacdes no gene TM4SF2 em trés
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familias em que a deficiéncia mental ndo sindromica tinha sido mapeada no segmento
Xpl1l.4. Posteriormente mutacdes 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 nio sindromica foram identificados no
cromossomo X em estudos de translocacdes equilibradas. A associa¢do causal estd
confirmada para 10 deles, pela identificacdo de mutagdes em outros pacientes com
deficiéncia mental (revisdo em Vandeweyer et al., 2009).

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

Um dos exemplos mais conhecidos é 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;q11.2) e Ledbetter et al. (1989) descreveram uma translocacdo
t(17;22)(q11.2;q11.2) em uma afetada por NF1. Wallace et al. (1990) verificaram que o
gene NF1 (neurofibromin 1) tinha sido interrompido pelas quebras dessas translocacoes
no cromossomo 17 e descreveram uma mutacdo no gene NFI em outro afetado pela
doenca.

Um exemplo mais recente € a sindrome de Cornelia de Lange (CDLS1; MIM
122470). Tonkin et al. (2004) descreveram uma crianca com CDLSI, portadora de
translocacdo equilibrada t(5;13)(p13.1;q12.1). 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 padrio de
expressdo era compativel com o fenétipo 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 mutagdes em outros individuos com deficiéncia

mental (Johnston et al., 2005). Cacciagli et al. (2010) descreveram uma paciente com
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deficiéncia mental moderada a grave e hipotonia, portadora de translocacdo t(10;13)
(p12.1;q12.13). A caracterizacdo do rearranjo mostrou que o gene ATPSA2 (ATPase,
aminophospholipid transporter, class I, type 8A, member 2), mapeado em 13q12.13, foi
interrompido pelo ponto de quebra. Esse foi o Unico gene alterado pelo rearranjo e a
andlise por a-CGH ndo identificou desequilibrios submicroscépicos. O gene ATPSA2,
que codifica uma ATPase, € altamente expresso no cérebro humano e de camundongo.
Os autores ndo detectaram mutacdes nesse gene em uma amostra pequena de 38
pacientes com quadros similares ao da portadora da translocagdo, isso significando que
mutacdes no gene ATPSA2 nao € causa frequente de deficiéncia mental, o que também
acontece com a maioria dos genes jd relacionados a defici€éncia 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)(q24.1;q13.3). O ponto de
quebra no cromossomo 22 interrompia o 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 responsdvel pela sindrome da
delecdo terminal em 22q13.3. Posteriormente, Wilson et al. (2003) identificaram uma
regido critica de 130 kb comum a 46 pacientes, que incluia o gene SHANK3S.

Além da identificacdo de genes candidatos para doencas monogénicas, o estudo
de rearranjos equilibrados também pode contribuir para elucidar os mecanismos
genéticos responsdveis por doencas complexas. Bache et al. (2006) avaliaram o
potencial da associacdo entre translocacOes equilibradas e essas doencas. Para isso,
investigaram a presen¢a de vérias doencas complexas em portadores de translocacoes
equilibradas sem histérico de doenca de manifestacdo precoce. Foram considerados
como potencialmente associados a doencas complexas, as translocacdes que
cossegregavam com o quadro clinico com um lod score significativo ou aquelas
translocacdes cujos pontos de quebra estavam localizados em regides que ja haviam
sido associadas as doencas. Os autores identificaram 42 pontos de quebra
potencialmente associados a doencas complexas. A associacdo mais consistente ocorreu
entre um ponto de quebra em 1p36 em uma translocagao t(1;18)(p36.1;q21) familial que
segregava com dislexia. O loco DYXS, também mapeado em 1p36, ja havido sido
associado a dislexia em estudo de ligacdo (Tzenova et al., 2004). Outra associagcao

muito provavel ocorreu entre uma translocacdo t(9;17)(q33;925.3) e distirbio bipolar
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familial. A associagdo entre o segmento 17g25.3 e o distirbio bipolar foi apoiada pela
identificacdo, no mesmo trabalho, de dois pacientes com depressdo e pontos de quebra

de translocagdo nesse segmento.

e Formacgao de gene hibrido

Os rearranjos cromossdmicos podem formar genes hibridos, cujos produtos
estdo associados geralmente ao desenvolvimento de tumores. Para que ocorra a
formacdo de transcrito hibrido, ambos os genes precisam estar orientados na mesma
direcdo e o quadro de leitura deve ser preservado. O exemplo mais conhecido é o da
leucemia mieldide cronica (MIM 608232), caracterizada pela presencga da translocagao
t(9;22)(q34;q11) na linhagem tumoral. No ponto de quebra do cromossomo 9, o gene
ABL (Abelson tyrosine kinase) esta interrompido. O gene codifica uma tirosina quinase
que atua na regulacdo do ciclo celular. O gene BCR (Breakpoint Cluster Region), cuja
funcdo nao € conhecida, € interrompido pelo ponto de quebra no cromossomo 22. No
cromossomo 22 derivativo, o cromossomo Filadélfia, ocorre a justaposi¢do dos genes
ABL e BCR, formando um gene hibrido que codifica um polipeptidio similar ao produto
do ABL. No entanto, a substitui¢do da porcdo N-terminal de ABL pela porcdo 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 formagao de transcritos hibridos associados a
translocacdes 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 formacdo de gene quimérico ndo associado a
cancer. Uma translocacdo (1;19)(q21.3;q13.2) 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 CLK?2 (cdc-like kinase 2) e PAFAHIB3
(platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, catalytic subunit 3). No cromossomo
derivativo 1 formou-se um gene hibrido composto pelos exons 2 a 13 do CLK?2 e pelos
exons 1 a 4 do PAFAHIB3, que codifica uma proteina formada pelos 136 aminoacidos
iniciais de PAFAH1B3 e pelo polipeptidio completo e ndo modificado codificado pelo
CLK2, ja que o exon 1 desse gene ndo € transcrito. Os autores avaliaram se as funcdes
dos polipeptidios ficaram conservadas no hibrido. O CLK2 codifica uma quinase que

atua na regulacdo da atividade de fatores de splicing ricos em serina e arginina, funcao
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que ficou conservada no polipeptideo hibrido. J4 o 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 fenétipo do
paciente estd relacionado a haploinsuficiéncia de PAFAHIB3.

Em uma paciente com manifestacdes neuroldgicas, incluindo agenesia do corpo
caloso, foi identificada uma translocagdo t(2;9)(p24;q32) (Ramocki et al., 2003). O
estudo por FISH e a andlise por PCR revelou que dois genes Zn-finger (KIAAI803 e
ASXL?2), expressos em todos os tecidos, tinham sido interrompidos. Consequentemente,
o rearranjo originou um transcrito hibrido em cada cromossomo derivativo. Apesar de
os genes KIAAI803 e ASXL2 serem candidatos a atuarem no desenvolvimento do
sistema nervoso, o mecanismo associado ao fenétipo pode ser a haploinsuficiéncia de
um ou ambos os genes ou de ganho de fun¢do dos polipeptideos hibridos.

Recentemente, Backx et al. (2011) estudaram um paciente com deficiéncia
mental e agenesia do corpo caloso, portador de uma translocagdo reciproca esporddica
t(6;14)(q25.3;q13.2). A caracterizagdo molecular do rearranjo revelou um genotipo
complexo com a interrup¢ao dos genes ARIDIB (AT rich interactive domain 1B (SWII-
like)) e MRPP3 (mitochondrial RNase P protein 3) e consequente formacao 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 ARIRIDIB,
que atua na remodelagem da cromatina, constitui um bom candidato devido a seu
padrdao de expressdo; além disso, mutagdes em outro gene da mesma familia, KDM5C
(lysine (K)-specific demethylase 5C), causa deficiéncia mental sindrémica e nao
sindromica (Jensen et al., 2005). Adicionalmente, um paciente incluido no DECIPHER
(registro 4662), é portador de uma microdelecdo que inclui apenas o ARIRIDIB. O
paciente tem atraso de fala, retardo mental e comportamento autistico. No entanto, o
ganho de funcdo ou efeito dominante negativo dos transcritos hibridos ndo pode ser
descartado.

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

cromossOmicas parece ser a causa dos quadros clinicos.

15



o Efeito de posigcdo

O efeito de posi¢do é definido como uma alteragdo da expressao 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 alteracdes fenotipicas por dois mecanismos principais: heterocromatizagao
ou alteracdo da relacdo espacial do gene com elementos reguladores em cis. No dltimo
caso, o rearranjo pode afastar um gene de elementos reguladores proprios ou de um
elemento de fronteira ou ainda pode aproximé-lo de elementos reguladores de outro
gene. Com raras excecoes, os genes ja associados ao efeito de posi¢ao 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 interrup¢do da arquitetura em cis da regido reguladora de um loco gé€nico sejam
chamadas de “cis-ruption disorders”. Um exemplo € a displasia campomélica (CD,
MIM 114290), doenca rara e frequentemente letal, caracterizada por alteragdes
esqueléticas, entre as quais se destacam o encurvamento e a diminuicdo do
comprimento dos ossos longos. A maioria dos afetados sdo portadores de mutacdes 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 ossos 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
campomélica 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 estd frequentemente presente

em algumas sindromes mendelianas, incluindo a CD e a ACD. Diante desse cendrio,
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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 alteragdo da expressdo do SOX9 e aos quadros clinicos.

Outro gene para o qual o efeito de posicao ja foi proposto € o PAX6 (paired box
6), mapeado em 11p13, cuja haploinsuficiéncia estd associada a aniridia (NA, MIM
106210). Ja 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 tultimo intron do
gene ELP4 [elongation protein 4 homolog (S. cerevisiae)], que € expresso em todos os
tecidos. Estudos em camundongos indicam que a interrup¢cdo do ELP4 ndo contribui
para o fenétipo.

O rearranjo pode também aproximar o gene de elementos reguladores de outro
gene. Um exemplo cldssico € o linfoma de Burkitt (BL; MIM 113970), caracterizado
pela proliferacdo monoclonal de linfécitos-BS5; em 80% dos casos a translocagdo
t(8:14)(q24:q32) esta presente na linhagem tumoral. No cromossomo derivativo 14 o
gene c-myc [v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)], translocado do
cromossomo 8, estd justaposto aos de imunoglobulina e passa a estar sob o controle de
seus reguladores, tendo sua expressdo exacerbada. O gene c-myc atua em vdrios
aspectos da biologia celular incluindo proliferacdo, diferenciacdo, metabolismo e
apoptose. A superexpressao 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, o rearranjo cromossdmico
pode influenciar a expressao 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 aleatdria, mas estavel. Rees et al.,
(1994) descreveram uma translocagdo em mosaico, associada a B-talassemia, na qual o
gene da cadeia 3 da hemoglobina foi translocado intacto do cromossomo 11 para o
cromossomo 22, junto ao centromero. Os autores sugerem que o gene estaria silenciado

devido a proximidade com a regido pericentromérica, de cromatina constitutiva.
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® Dissomia uniparental (UPD)

A dissomia uniparental (UPD) € definida pela presencga no cariétipo de um par
de cromossomos homodlogos ou de segmentos cromossdmicos homélogos com mesma
origem parental. E classificada como isodissomia uniparental quando o mesmo
cromossomo ou segmento cromossOmico estd presente em duplicata. Quando sao
herdados dois cromossomos homoélogos diferentes ou parte deles de um mesmo genitor,
tem-se uma heterodissomia uniparental.

Cerca de 30% dos casos de UPD estdo associados a caridtipos anormais, sendo
8% rearranjos equilibrados (Liehr, 2010). No caso de um portador de translocacdo
equilibrada, uma nao disjuncdo meidtica pode originar um gameta dissOmico, com 0s
dois cromossomos derivativos € um dos normais que, ao se juntar a um gameta normal,
formard um zigoto trissomico. A trissomia poderd ser corrigida pela perda do
cromossomo homdlogo normal do outro genitor, e nesse caso, o embrido terd uma
heterodissomia uniparental. Outra possibilidade de heterodissomia € ocorrer a
fertilizacdo entre o gameta dissémico do portador da translocagdo e o do outro genitor,
com a nulissomia correspondente. Caso o gameta do portador da translocagdo seja
nulissomico, com apenas um dos cromossomos normais da translocacdo, a unido com
um gameta normal originard um embrido monossdmico. O resgate da monossomia pode
ocorrer por duplicacdo do cromossomo homdlogo do genitor ndo portador da
translocacdo. Essa pode ser também a origem de UPD em associagdo com rearranjos
equilibrados esporddicos, que se originem na formacao dos gametas (Robinson, 2000).

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

Entre as doencgas relacionadas ao mecanismo de imprinting gendémico 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 translocacio equilibrada t(7;16)(q21;q24) de sua mae
fenotipicamente normal; na crianca foi detectada uma UPD materna do cromossomo 7,
como causa da sindrome. Explica-se a UPD como decorréncia de ndo disjuncio, o
gameta materno que originou o zigoto possuindo os 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 esporddicas, existem varios exemplos de isocromossomos
de brago longo ou translocacdes entre homoélogos 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 submicroscopicos

Os rearranjos cromossdmicos equilibrados sdo detectados por técnicas de
citogenética cléssica, dessa forma sdao considerados equilibrados aqueles rearranjos nos
quais ndo sao identificadas alteracdes 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 t€ém mostrado
que microdelecoes e microduplicacdes de segmentos gendmicos podem ser
responsaveis por parte significativa dos fenotipos alterados associados a esses rearranjos
(Tabela 1). Estima-se que 33,5% dos pacientes estudados eram portadores de
desequilibrios submicroscopicos.

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 nao estar associadas aos rearranjos ou refletir um mecanismo
mais complexo em sua formagdo (Higgins et al., 2008). Surpreendentemente, em 9%
dos rearranjos equilibrados estudados foram detectadas alteragdes submicroscopicas em
cromossomos que nao participavam dos rearranjos (Tabela 1).

Como mostra a Tabela 1, houve diferencas nas frequéncias de alteracdes
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 delecdes. Isso pode ser resultado do
mecanismo de formacdo dos rearranjos, levando preferencialmente a 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, jd& que variagdes no numero de cdpias

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

Tabela 1. Perdas e ganhos de segmentos submicroscopicos em portadores de rearranjos
cromossomicos equilibrados.

Estudo a-CGH Portadores de Desequilibrio no  Desequilibrio em  Desequilibrio
(plataforma) desequilibrios ponto de quebra cis ao ponto de nao associados
submicroscopicos quebra ao rearranjo

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

2 Oligo 44B/244K 11/27 7/27 1/27 3/27
(Agilent)

3 Sanger 30K 4/14 3/14 1714 (%) 1/14
Whole Genome
TilePath

4 IMb ‘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 compreensao dessas associagdes. Baptista et al. (2008) e

Fantes et al. (2008) analisaram translocacdes 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 ndo seriam sensiveis a dosagem ou que se localizam em regides de

variagdes no numero de copias (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 submicroscépicos em cis podem ser responsdveis por grande parte dos
fendtipos clinicos observados em pacientes com rearranjos equilibrados. Estabelecer a
relacdo causal dessas perdas e ganhos de segmentos cromossdmicos com 0s fendtipos
dos portadores e entender sua relacdo com os rearranjos equilibrados associados a eles
sdo desafios atuais.

Cox et al. (2003) estudaram uma crian¢a com deficiéncia mental nao sindromica
portadora de translocagao t(X;8)(q28;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 alteracdes faciais,
malformacdes de Dandy-Walker, perda auditiva e hiperlaxia de pele, que também era
portadora da translocacao t(6;13)(q23;q32). O a-CGH revelou uma delecdo de 2,5 Mb
no ponto de quebra do cromossomo 13. O quadro clinico da paciente sobrepde-se
aqueles ja descritos em portadores de delecdoes em 13q32, indicando que a perda desse
segmento contribui para o fendtipo. Os autores sugerem que os genes ZIC2 (Zic family
member 2) e ZIC5 (Zic family member), mapeados nesse segmento, sao 0s principais
candidatos ao quadro clinico.

Assim como em rearranjos cromossomicos de novo, a anélise por a-CGH mostra
que rearranjos cromossdmicos herdados também podem estar associados a
desequilibrios submicroscopicos nos cromossomos derivativos distantes aos pontos de
quebra. Lybaek et al. (2008) utilizaram array-CGH e FISH para investigar uma inversao
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 delecdo. Nessa regido
estdo mapeados 16 genes, dentre os quais, o gene SPTB (beta-spectrin), em que
mutacdes de perda de funcdo ja 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 dele¢do 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 expressdo no sistema nervoso. Como a avd do
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probando e outros provaveis portadores da inversao haviam falecido, os autores nao
puderam determinar se a dele¢do e a inversdo originaram-se ou ndo independentemente.

Papadopoulou et al. (2010) investigaram um paciente com deficiéncia mental e
malformacdes congénitas multiplas, que era portador de transloca¢do equilibrada
t(9;15)(q31;926). Aplicando a-CGH, foi identificada uma duplicacdo de 5-6 Mb, em
9q34 e trés delecdes de 8,1 a 12,2 Mb, no cromossomo 15. A validacao 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 fenétipo.

Como a andlise por microarrays permite a investigacdo global do genoma, pode
detectar, em portadores de rearranjos equilibrados, alteragdes em cromossomos que nao
participam desses rearranjos. Em determinados casos, os rearranjos cromossOmicos € as
alteracdes detectadas em outros cromossomos podem contribuir para o fenétipo.
Hayashi et al. (2007) descreveram uma translocag¢do equilibrada t(5;13)(p13.1;q12.1)
em uma crianc¢a portadora de sindrome de Cornelia de Lange, associada a outros sinais.
O gene NIPBL, cuja haploinsuficiéncia causa a sindrome, foi interrompido pela
translocac@o. Aplicando a-CGH, os autores identificaram uma delecio 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 nao participam dele. Morales et
al. (2009) descreveram uma paciente com atraso de desenvolvimento neuropsicomotor,
retardo de crescimento, dismorfismos faciais, clinodactilia e miopia. A crianca era
portadora de inversdo de novo no brago longo do cromossomo 7, inv(7)(q21.12q34).
Genes proximos aos pontos de quebra nao puderam ser associados aos sinais clinicos.
Por meio de a-CGH foi identificada uma dele¢do no braco curto do cromossomo 3 -
del(3)(p12.3p13). As manifestacdes clinicas da paciente sobrepunham-se as de outros
portadores de delecdes nesse segmento cromossOmico, apontando para a
haploinsuficiéncia de gene(s) mapeado(s) no segmento deletado do cromossomo 3

como causa do quadro clinico.

22



V. SUMARIO E CONCLUSOES

23



IL. SUMARIO E CONCLUSOES

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

microdelecdes e duplicagdes gendmicas foi realizada por a-CGH.

Estudamos  duas  translocagdes  esporadicas,  t(7;17)(p.13;q24) e
t(17;20)(q24.3;q11.2), nas quais os 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 os portadores apresentavam alteracdes
esqueléticas que indicaram o diagnostico de displasia campomélica acampomélica. Nao
foram detectados desequilibrios cromossomicos submicroscopicos por a-CGH. Essas
translocacdes podem levar a expressdo alterada do gene SOX9, ao afetar a regido
reguladora desse gene. Sequéncias dos outros cromossomos participantes da
translocacdo, 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 informagao para o
entendimento da regido reguladora do gene. As manifestagdes clinicas associadas a
t(17;20) permitiram redefinir o limite distal do cluster distal de rearranjos do
cromossomo 17 associados ao espectro de manifestagcdes 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 translocagdes equilibradas estavam associadas a desequilibrios
submicroscépicos em cis aos pontos de quebra. Caracterizamos uma t(10;21)(p13;q22)
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 andlise por meio de a-CGH detectou quatro delecdes no
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cromossomo 10 todas de novo, indicando a complexidade do rearranjo. Duas delecdes
estavam préximas ao ponto de quebra: uma dele¢cdo 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 translocagao,
respectivamente. Outras duas delecdes no cromossomo 10 ocorreram no brago longo:
uma delecdo de 700 kb em 10q26.13 estaria a 110,10 Mb do ponto de quebra da
translocac@o, mas ndao conseguimos mapeé-la por FISH; uma outra dele¢dao de 1,66 Mb
em 10926.2-q26.3 foi mapeada a 114,68 Mb do ponto de quebra da translocagdo.
Quatorze genes estdo localizados nas regides das microdele¢des. Os genes GPR26,
OPTN, CUGBP2 sao 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 aleatéria dos fragmentos resultantes, pode explicar a formagao da translocagao

t(10;21).

Aplicando a-CGH no estudo de uma translocacdo t(X;22)(q22;q13) esporadica,
detectamos duplicacdes de 490 kb e 570 kb, respectivamente, em 22ql13 e Xq22. A
andlise por FISH revelou que as copias adicionais desses segmentos estavam localizadas
nos pontos de quebra dos cromossomos derivativos X (segmento duplicado de 22q13) e
22 (segmento duplicado de Xq22). Nao hd genes mapeados no segmento duplicado do
cromossomo 22. Um dos 14 genes duplicados no cromossomo X € o PLPI (proteolipid
protein 1), cujas mutacdes de ponto e duplicacdes causam a doenca de Pelizaeus-
Merzbacher, caracterizada pela hipomieliniza¢do 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 € compativel
com o da doenca de Pelizacus-Merzbacher. A andlise do padrio de inativagdo do
cromossomo X em linfécitos de sangue periférico da paciente, com base na metilagdao
do gene AR e também citologicamente em metafases, apds incorporacdo de 5-BrdU,
revelou que, na maioria das células, o cromossomo X normal estd inativo. Esse padrao
de inativacdo torna as células funcionalmente equilibradas quanto aos segmentos
translocados. O PLPI, entretanto, tem uma cdpia adicional no cromossomo 22, além
das copias localizadas nos cromossomos X e der(X). Portanto, duas cdpias ativas do
gene estdo presentes nas células da portadora da t(X;22). O mecanismo de formagao de

rearranjos cromossomicos baseado em bolhas de replicagdo explicaria a formagdo de
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translocacdes com duplicacdo em ambos os pontos de quebra, como ocorreu nessa

t(X;22).

Estudamos também uma aparente t(2;22)(pl4;q12) familial que cossegregava
com quadro de atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e dificuldade de
aprendizado associados a dismorfismos craniofaciais e alteracdes de maos. A
identificacdo de duplicacdes e dele¢des 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 brago curto
do cromossomo 5, um evento que pode ter causado a delecao de um segmento de 1,4
Mb em 5pl5.1; no cromossomo derivativo der(22) um segmento adicional de 5q23.2-
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 (5q23.2-23.3). Os
17 genes duplicados sdo candidatos para o quadro clinico, por aumento da dosagem de
seus produtos. Outra alteracdo comum a todos os afetados foi a haploinsuficiéncia do
gene SLCIA4 mapeado em 2pl4 e altamente expresso no sistema nervoso. E
interessante que a delecdo em 2pl4, consequente a auséncia do der(5), estd restrita aos
dois afetados que aparentam tem maior déficit cognitivo. Além do SLCIA4 , quatro
genes mapeados nesse segmento CEP68, RABIA, ACTR2 e SPRED?2 podem contribuir
para a variabilidade clinica dos afetados. A translocagdo 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 brago longo do cromossomo 5 e uma quebra no braco longo do cromossomo
22. As quebras teriam ocorrido simultaneamente em um unico evento. Apds reunido de

extremidades quebradas, formaram-se os cromossomos derivativos.

Investigamos por a-CGH uma t(2;16)(q35;q924.1) esporddica cujos pontos de
quebra foram mapeados anteriormente por FISH; nenhum gene estava mapeado nos
segmentos que continham esses pontos de quebra. Nao detectamos desequilibrios
cromossOmicos submicroscopicos. A paciente portadora da translocacio 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 /HH, que atua no desenvolvimento dos

membros. A translocacdo pode ter interrompido elemento regulador do /HH ou
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separado o gene de elemento(s) regulador(es), levando a alteragao de sua expressao e ao
fenétipo.

Este estudo fornece evidéncia adicional da importincia da busca de
desequilibrios cromossdmicos 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 responsdveis pelas manifestacdes clinicas dos
portadores. Este estudo ressalta ainda a importancia da técnica de FISH na anélise dos
desequilibrios cromossomicos detectados por array, permitindo determinar a relagao
entre as perdas ou ganhos de segmentos submicroscOpicos e os rearranjos equilibrados.
A caracterizagdo de rearranjos equilibrados neste estudo também contribuiu para sugerir

mecanismos para sua formacao.
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III. 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;q24) and t(17;20)
(q24.3,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;922) 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

10926.13, located 110.10 Mb distal to the translocation breakpoint, which we could not

29



mapped by FISH; and a 1.66 Mb deletion on 10q26.2-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)(q22;q13)
carried by a girl, we detected duplicated segments on 22q13 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 (Xq22 duplicated segment). No genes are mapped
to the duplicated segment of chromosome 22. One of the 14 duplicated genes on the X
chromosome is PLPI (proteolipid protein 1). PLP] 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
Pelizacus-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 PLPI 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 Sp15.1 deletion; on chromosome 22 a segment
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from 5g23.2-23.3 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. CEP6S,
RABIA, ACTR2 and SPRED?2, 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;q24.1)
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), t(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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