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1. Introducgao

O Estagio Profissionalizante do 6° ano, ao dar continuidade as disciplinas centrais
do 4° e 5° anos, tem como principal objectivo proporcionar o exercicio autbnomo da
Medicina, tendo por base o ensino tutelado, aplicando e aprofundando conhecimentos e
atitudes ja adquiridos. Desta forma, representa ndao s6 o fim de um ciclo, mas também o
comego de outro.

Os objectivos que defini para este ano lectivo séo vastos, fazendo jus ao peso da
responsabilidade de frequentar o ultimo ano do Curso de Medicina. Sucintamente,
propus-me desenvolver aptiddes na colheita de historia clinica e realizagdo de exame
objectivo, moldando-as as populagdes distintas com que iria contactar, e aprofundar os
meus conhecimentos de diagndstico e tratamento das patologias mais prevalentes na
comunidade, em contexto de Cuidados de Saude Primarios, Internamento e Urgéncia.
Propus-me também realizar os procedimentos basicos inerentes a cada especialidade, e
participar em intervengdes cirurgicas nos estagios aplicaveis. Além disso, pretendia por
em pratica a abordagem sistémica do doente centrada na pessoa e aperfeicoar a relagao
meédico-doente, explorando as suas potencialidades. Tudo isto culminando, idealmente,
numa visdo mais clara da especialidade médica que gostaria de seguir no futuro.

Este relatorio pretende descrever de forma sumaria as actividades que realizei nas
diferentes valéncias do Estagio do 6° ano do Curso de Medicina (incluindo os estagios de
Medicina Geral e Familiar, Pediatria, Obstetricia e Ginecologia, Saude Mental, Medicina e
Cirurgia), como uma breve menc¢ao a outros projectos extra-curriculares. Concluo com a
analise do Estagio, na qual discutirei as competéncias adquiridas e desenvolvidas ao
longo deste ano lectivo e o grau de cumprimento dos objectivos propostos, através de

uma apreciacao critica dos seus aspectos mais relevantes.



2. Descrigao de Actividades

2.1. Estagio de Medicina Geral e Familiar

O meu estagio de Medicina Geral e Familiar decorreu em duas unidades de saude:
no Centro de Saude de Beja, onde acompanhei a Dr® Margarida Brito; e na USF de Venda
Nova, sob a tutela da Dr? Maria Jodo Queiroz. As actividades desenvolvidas consistiram
na observagdo e participagdo em consultas abrangendo as varias areas da Medicina
Geral e Familiar (incluindo Saude do Adulto, Saude Infantil, Saude Materna, Planeamento
Familiar e Consulta Aberta), e realizagdo de varios procedimentos praticos integrados
nestas consultas, como sejam a avaliagdo do pé diabético, exame objectivo na crianga e
em gravidas no 1°, 2° e 3° trimestres e colpocitologias.

Em Beja acompanhei ainda a minha tutora em duas visitas ao domicilio, e observei

doentes no Servigo de Urgéncia do Centro de Saude.

2.2. Estagio de Pediatria

O meu estagio de Pediatria decorreu no Centro da Crianca do Hospital CUF
Descobertas, entre 14 de Outubro e 8 de Novembro de 2013, tendo acompanhado a
minha tutora, Dr? Silvia Pereira, no Internamento, no Atendimento Permanente e na
Consulta de Pediatria. Nestas valéncias da Pediatria, observei criangas de todas as
idades e contactei com patologia variada, quer comum, quer rara.

Pude ainda assistir a Consultas de Cirurgia Pediatrica e Ortopedia Pediatrica,
familiarizando-me com as patologias mais comuns desse foro na populagao juvenil.
Também acompanhei as actividades do Servigo de Neonatalogia na avaliagdo de recém-
nascidos com um e dois dias de vida. Além disso, assisti as Sessdes Clinicas do Servico

de Pediatria e apresentei um trabalho de grupo sobre “Convulsdes Febris”.



2.3. Estagio de Obstetricia e Ginecologia

O estagio decorreu na Maternidade Dr. Alfredo da Costa, entre 11 de Novembro e 6
de Dezembro de 2013, sob a tutela da Dr? Neuza Mendes e da Dr? Claudia Rijo.

Durante a componente de Obstetricia do estagio, participei nas actividades do
Servico de Medicina Materno-Fetal, assisti a realizagdo de ecografias fetais no Servigo de
Diagndstico Pré-Natal, acompanhei a equipa de Enfermagem no Puerpério e assisti as
Consultas de Alto Risco e de Diabetes, onde tive um papel mais activo, medindo a altura
uterina e perimetro abdominal, realizando auscultagao fetal com Doppler e alguns toques
vaginais.

Em Ginecologia, assisti a Consultas de Planeamento Familiar, de Patologia da
Mama e de Ginecologia (onde realizei exames vaginais com espéculo e colpocitologias), e
acompanhei a Dr? Claudia Rijo na realizacao de colposcopias e tratamentos com /aser.
Passei uma manha no Bloco Operatério de Ginecologia, e outra no Centro de Procriacao
Medicamente Assistida, onde assisti a colheita de odcitos e a implantacdo de embrides.
Além disso, acompanhei as minhas tutoras no Servico de Urgéncia, tendo tido a
oportunidade de assistir a varios partos (com e sem instrumentacao) e participado em
duas cesarianas, uma delas de gravidez gemelar.

Além disso, estive presente nas Sessdes Clinicas de Obstetricia e participei no

Workshop dos alunos do 6° ano, expondo um trabalho de grupo sobre “Rotura Uterina”.

2.4. Estagio de Saude Mental

O meu estagio decorreu no Centro Hospitalar Psiquiatrico de Lisboa, entre 9 de
Dezembro de 2013 e 17 de Janeiro de 2014. Acompanhei a minha tutora, Dr?® Rita
Mateiro, nas actividades diarias do Servigo de Estabilizacdo e Tratamento de Doentes
Agudos (onde colhi uma histéria clinica psiquiatrica), no Servigo de Urgéncia (no HSJ) e

na Consulta de Psiquiatria (contactando com as patologias mais comuns do foro



psiquiatrico, tanto na sua apresentagdo aguda como cronica) para além de ter assistido a
Consulta de Alcoologia.

Acompanhei também as actividades do Servico de Reabilitacdo do Centro
Hospitalar, do Hospital de Dia e da Estrutura Comunitaria no CINTRA, todos eles
centrados na reintroducdo do doente na vida em comunidade, € nos quais se envolvem
varios tipos de profissionais de saude, destacando-se os terapeutas ocupacionais, com
quem mais contactei. Por fim, participei na Visita Domiciliaria organizada pelo CINTRA.
Assisti também ao Seminario do Dr. Miguel Xavier no 1° dia de estagio e a uma Reuniao

de Internos do Servigo de Psiquiatria do CHPL.

2.5. Estagio de Medicina

O meu estagio decorreu no Servico de Medicina Interna do Hospital de Santa
Marta, entre 27 de Janeiro e 21 de Margo de 2014.

Durante o estagio estive maioritariamente no Servigo de Internamento, sob a tutela
da Dr? Teresa Garcia, onde observava autonomamente os doentes a meu cargo,
discutindo a realizagdo de exames complementares de diagndstico ou eventuais ajustes
terapéuticos no final da manha, com um dos membros da equipa médica em que estava
inserida. Parte do estagio foi passado no Servigo de Urgéncia do HSJ, onde observei
doentes com patologia aguda diversa, realizei gasimetrias arteriais e assisti a medidas de
reanimacdo. Assisti ainda a Consulta Externa de Medicina Interna e as Sessdes Clinicas
semanais, onde eram apresentados todos os doentes internados no Servigo. A ultima
Sessao Clinica incluiu a apresentagao de um trabalho de grupo por parte dos alunos do 6°
ano, intitulado “Abordagem de um doente com DPOC”.

Estive igualmente presente nos Seminarios que decorreram na Faculdade sobre

temas pertinentes em Medicina Interna e Medicina Intensiva.



2.6. Estagio de Cirurgia

O meu estagio decorreu no Servigo de Cirurgia do Hospital Beatriz Angelo, entre
24 de Marco e 22 de Maio de 2014. Acompanhei as actividades do meu tutor, Dr. Vitor
Moura Guedes, entre Enfermaria, Consulta Externa, e Bloco Operatério (onde participei
em cirurgias diversas, entre elas uma colecistectomia e um sleeve gastrico). Acompanhei
ainda a Dr? Olimpia Cid nas actividades do Bloco Operatério do Hospital da Luz, onde
participei em varias tiroidectomias. Assisti também ao atendimento de doentes no Servigo
de Urgéncia, que decorria nas salas de Pequena Cirurgia, apesar de raramente ter sido
necessario realizar tais procedimentos.

Durante as 32 e 42 semanas de estagio, como parte do estagio opcional integrado
nesta disciplina, acompanhei as actividades diarias da Unidade de Cuidados Intensivos e
Intermédios, onde segui doentes criticos e participei numa entubacéo orotraqueal.

Também assisti aos Seminarios que decorreram ao longo do periodo de estagio,
assim como as Jornadas do Departamento de Cirurgia do HBA, e apresentei um trabalho

de grupo sobre “Cirurgia Bariatrica” no @mbito do Mini-Congresso.

2.7. Outras Actividades

Durante este ano, fui convidada a participar como perita no projecto “MedicineAsk”,
sob a coordenagao da Professora Helena Galhardas (Depart. de Informatica do Instituto
Superior Técnico), que consistira num sistema informatico capaz de responder a questdes
de indole farmacoldgica, com base na informagao contida no Prontuario Terapéutico (o
projecto encontra-se em desenvolvimento).

Por ultimo, adicionei em anexo o artigo “Predominance of constitutional
chromosomal rearrangements in human chromosomal fragile sites”, publicado em 2013 no
ambito do projecto “Sitios Frageis”, coordenado pela Professora Aldina Bras, do

Departamento de Genética da FCM, e do qual fiz parte entre 2010 e 2013.



3. Reflexao Critica

No seu todo, considero que o Estagio Profissionalizante do 6° ano foi
extremamente importante para a minha formacdo como futura médica, pelos conceitos
tedricos que aprendi, consolidei e pus em pratica, mas principalmente pelo maior contacto
que tive com o aspecto humanista desta profissdo. Ao lidar com doentes em primeira
mao, autonomamente, € ndo apenas como observadora, acho que finalmente compreendi
em que consiste ser-se “médico”’, em toda a sua complexidade, muito para além de um
diagndstico e de uma receita, e assim me apercebi dos passos que ainda me esperam até
me poder orgulhosamente afirmar como tal. No fundo, este ano foi, para mim, um bom
inicio para um longo percurso que ai vem.

Em relacdo aos objectivos propostos para o Estagio, penso que, de um modo
geral, foram cumpridos transversalmente, e reconhegco uma evolucdo nas minhas
aptiddées e competéncias entre o inicio e o fim do ano lectivo. Ao longo destes meses, ao
contactar com seis distintas e abrangentes especialidades da Medicina, aperfeigoei a
colheita da anamnese e a realizagdo do exame objectivo, adaptando-os as caracteristicas
do doente, e aprofundei conhecimentos sobre diagndstico e abordagem terapéutica das
patologias mais comuns em cada uma destas especialidades. Nao obstante, noto ainda
algumas lacunas no que se refere a conhecimentos teodricos sobre farmacos e opgodes
terapéuticas disponiveis, que pretendo colmatar com estudo bibliografico previamente ao
inicio do proximo ano.

Durante estes meses pus em pratica alguns procedimentos médicos e cirurgicos
mas, na verdade, a quantidade e variedade dos procedimentos realizados ficaram aquém
das minhas expectativas. Justifiquei-o, inicialmente, com falta de confiancga, por parte dos
médicos, nas minhas competéncias como aluna mas, em retrospectiva, atribuo-o
maioritariamente a alguma passividade da minha parte, aliada ao receio de admitir a

minha inexperiéncia em certas circunstancias. Uma vez que considero todos os



procedimentos basicos da Medicina como sendo de dominio indispensavel a qualquer
jovem médico, identifico este ponto como algo a melhorar o mais brevemente possivel,
comprometendo-me a ser mais pro-activa e a praticar ao maximo as varias técnicas.

Outro aspecto marcante deste ano foi a capacidade que tive em estabelecer uma
relacdo médico-doente mais profunda do que até entdo, principalmente com os doentes
que acompanhei durante o estagio de Medicina. A medida que se ia criando uma certa
relacdo de cumplicidade, apercebi-me da maior receptividade dos doentes para com a
minha pessoa e uma maior adesao aos conselhos médicos que Ihes transmitia. No fundo,
esta experiéncia mostrou-me o poder da empatia e da visdo do doente como um todo (de
que tanto ouvimos falar desde o inicio do Curso mas que s6 agora pude poér integralmente
em pratica) no exercicio bem sucedido desta profissao, pelo que espero poder continuar a
melhorar o meu desempenho nesta vertente.

Por outro lado, sinto que um dos factores que tornou o meu 6° ano tao positivo foi o
conjunto excepcional de tutores que tive em todos os estagios, quer pela grande
disponibilidade que demonstraram para a minha formagao (extensivel as respectivas
equipas médicas), como pelo modo como me estimularam a desafiar-me a mim propria e
a ultrapassar a timidez e o receio de errar, colocando-me a efectuar consultas sozinha ou
pedindo-me para discutir as duvidas da equipa em relacdo a alguns casos com
especialistas de outras areas. Para este ponto também contribuiram as Sessdes Clinicas
durante o estagio de Medicina, nas quais apresentei os doentes a meu cargo perante todo
o Departamento, e, em menor escala, os varios trabalhos que expus ao longo do ano.
Saliento também a oportunidade que me foi concedida de participar em cirurgias nos
estagios de Obstetricia e Ginecologia e Cirurgia, pelo voto de confianga que representou
e pela maior facilidade que tive em compreender os passos envolvidos nas respectivas
intervengdes cirurgicas. Gostaria de ter tido mais experiéncias deste tipo ao longo do

curso, mas reconhego que o sistema educativo vigente ndo o permite de momento.



Outro aspecto que merece referéncia neste relatério prende-se com os locais de
Estagio onde estive inserida. Como ja mencionei, em todos fui bem recebida pelas
equipas meédicas, mas também por todas as equipas de enfermagem e pelas varias
terapeutas ocupacionais com quem contactei no ambito do estagio de Saude Mental,
indispensaveis para a reabilitagdo destes individuos. Percebi como é fundamental uma
abordagem multi-disciplinar para a optimizacédo dos cuidados de saude prestados a
populagdo, pelo que considero muito positivo ter podido assistir em primeira mao aos
excelentes resultados obtidos com tal estratégia. Noutra esfera, achei interessante
realizar o estagio de Pediatria num hospital privado, na medida em que desfiz alguns
mitos associados a este tipo de sistema e pude extrair da minha experiéncia os seus
aspectos mais positivos, esperando assim poder incorpora-los na pratica clinica futura e,
talvez, de os introduzir noutros locais onde nao sejam tao familiares.

Por fim, e apesar de nao fazer parte integrante deste Estagio, saliento a mais-valia
que a disciplina de Preparagao para a Pratica Clinica constituiu, com a sua perspectiva
integradora, muito util para a sistematizagdo dos conhecimentos adquiridos ao longo
destes seis anos e com grande aplicabilidade futura, principalmente em contexto de
Urgéncia. Sera ai que, como Interna do Ano Comum, porventura me irei deparar com o
maior numero de desafios do proximo ano, e onde sera mais necessario um bom dominio
dos temas leccionados.

Em conclusdo, o Estagio permitiu-me enfrentar alguns desafios pessoais e
ofereceu-me uma visao mais lata e completa do que é o exercicio da Medicina. As minhas
expectativas para este ano foram superadas e sinto-me preparada para a proxima etapa
da minha vida profissional, comprometendo-me a dar o meu melhor com o objectivo de
prestar os melhores cuidados possiveis aos doentes com quem lidar, nunca descurando

uma visao global da pessoa e respeitando o principio universal: Primum non nocere.
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ABSTRACT

Chromosomal fragile sites (CFSs) are loci or regions
susceptible to spontaneous or induced occurrence of
gaps, breaks and rearrangements. In this work, we
studied the data of 4535 patients stored at DECI-
PHER (Database of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans Using Ensembl Resources). We
mapped fragile sites to chromosomal bands and di-
vided the 23 chromosomes into fragile and non-fragile
sites. The frequency of rearrangements at the chro-
mosomal location of clones found to be deleted or du-
plicated in the array/CGH analysis, provided by DE-
CIPHER, was compared in Chromosomal Fragile
Sites vs. non-Fragile Sites of the human genome. The
POSSUM Web was used to complement this study.
The results indicated 1) a predominance of rear-
rangements in CFSs, 2) the absence of statistically
significant difference between the frequency of rear-
rangements in common CFSs vs. rare CFSs, 3) a
predominance of deletions over duplications in CFSs.
These results on constitutional chromosomal rear-
rangements are evocative of the findings previously
reported by others relatively to cancer supporting the
current line of evidence and suggesting that a com-
mon mechanism can underlie the generation of con-
stitutional and somatic rearrangements. The combi-
nation of insights obtained from our results and their
interrelationships can indicate strategies by which the
mechanisms can be targeted with preventive medical
interventions.

Keywords: Chromosomal Fragile Sites; Constitutional
Chromosomal Rearrangements; Databases
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1. INTRODUCTION

From a mere cytogenetic observation of 40 years ago [1],
fragile sites of human chromosomes became the subject
of important studies in human genetics.

Based on their inheritance patterns and population fre-
quency, chromosomal fragile sites (CFSs) were classified
in two main categories: rare and common. A subsequent
subdivision was made based on the class of chemicals
which may induce these types of CFSs [2]. Recently,
aphidicolin was able to induce all types of rare and com-
mon CFSs, suggesting that these breakage-prone regions
are less dependent on specific inducing chemicals than
originally considered [3].

Despite the DNA sequence is substantially different
among the types of fragile sites, the idea that a general
mechanism of failure of replication and fragility at dif-
ferent types of chromosomal fragile sites is emerging [4].
Together the different DNA sequences in fragile sites,
including the CCG/CGG trinucleotide repeats, AT-rich
minisatellite repeats or AT-dinucleotide-rich islands, are
1) prone to form stable DNA secondary structures which
may interfere with DNA replication, 2) have been shown
to contain highly flexible DNA sequences that could
prevent the replication fork progression and affect chro-
matin organization, 3) were found to disfavour nucleo-
some assembly [4].

The traditional classification of fragile sites has re-
cently been questioned [3] and the extension of the defi-
nition of CFSs to chromosomal fragile regions has been
proposed, since molecular genetic mapping data indi-
cated that breaks do not occur in a defined sequence of
CFSs, but most likely in regions prone to breakage as
large as 10 Mb [5,6].

Although several lines of evidence indicated that so-
matic rearrangements occurring within CFSs are associ-
ated with cancer development [7], fragile sites have
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rarely drawn attention as genomic structures associated
with constitutional chromosomal rearrangements leading
to birth defects. Chromosome breakage at or near the
rare fragile site FRA11B has been implicated in Jacobsen
syndrome and an aphidicolin-inducible fragile site, FRA
18C, was identified in the father of a patient with an
18g22.2-qter truncation and the Beckwith-Wiedemann
syndrome [8,9].

Given the paucity of data indicating a role for other
fragile sites in the formation of constitutional rearrange-
ments as well as a study reporting on the lack of associa-
tion between fragile sites and constitutional chromosome
breakpoints [10], it was thought that the involvement of
CFSs might be minimal in constitutional aberrations. The
recently obtained evidence that chromosomal instability
associated with CFSs plays an important role in gross
deletions and duplications in germ cell lines, considered
causal in human diseases [11], led us readdress this old
issue.

Therefore, the main aim of our study was to determine
the frequency of constitutional chromosomal rearrange-
ments in CFSs, including common and rare CFSs. Com-
parison of the frequencies of chromosomal aberrations in
these sites will help clarify the molecular events that
might lead to disease.

2. METHODS
2.1. Data

The genomic position of fragile and non-fragile sites was
based on the NCBI Map Viewer (Build 37.2). The con-
sented DECIPHER patient data, including the start and
the end positions of the deleted or duplicated regions,
remapped to GRCh37 (hgl9), were provided by DECIP-
HER in 2011. The analysis of a total of 4535 DECI-
PHER patients was performed. The POSSUM Web was
assessed during 2010-2011. Only rearrangements involv-
ing DNA fragments larger than 1 Kb were considered.

2.2. Study Strategy

The human genome was divided into regions by inspect-
ing their sequential positioning, in line with Lagana et al.
[12]. Two sequential bands associated with fragile sites
are grouped together to form a FR and the region be-
tween two separate FRs is considered a non-Fragile Re-
gion. As such 258 different regions (fragile and non-
fragile) could be considered and were used throughout
this study. We take into account that 1) the fragile sites’
set was recently extended [3], 2) common and rare chro-
mosomal fragile sites share some characteristics [4], 3)
some rare fragile sites span the same genomic regions as
common fragile sites [13], and 4) the CFS do not break
at defined sequences but in breakage-prone regions [5,6].
The Y chromosome was excluded from this study, since

Copyright © 2013 SciRes.

there is only one suggestion that this chromosome might
contain a fragile site [14].

2.3. Statistical Analysis

For each chromosome, the number of deleted and dupli-
cated regions was obtained, including the start and end
positions, as well as the lengths, of fragile /- and non-
fragile /,,,.rr regions. Rearrangements could be grouped
into four classes: N; (Yes-Yes) as the proportion of rear-
rangements that start and end in FRs, N, (Yes-Start) as
the proportion of rearrangements that start in FRs and
end in non-FRs, N; (Yes-End) as the proportion of rear-
rangements that start in non-FRs and end in FRs and N,
(No) as the proportion of rearrangements that start and
end in non-FRs.

We used these values to calculate the rearrangement
intensities given by i =N, /iy i, = N, [(lig XL o 11 )1/ ?

i = N3/(lFR xI  n )1/2 and i, =N, /I, w - As such,

the intensity was defined as the frequency of rearrange-
ments occurring in each class, weighted by the respective
length of the region. Intensity values were plotted, locat-
ing the different chromosomes for each pair of intensi-
ties.

The graphs correspond to the pairs of variables (x,y)
where each chromosome will be represented by a point.
We plotted the straight line y = x to see if we had more
chromosomes with y > x or more chromosomes with y <
x. In order to compare two different intensities the sign
test was used.

Moreover, to position the chromosomes when consid-
ering the four intensities, we carried out a principal
component analysis (PCA). The leading principal com-
ponents are the linear combinations of the initial vari-
ables containing more information. We used the first and
second principal components to get a global representa-
tion of rearrangement occurrence in all chromosomes.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Predominance of Constitutional
Chromosomal Rearrangements in CFSs

Figure 1 indicated that chromosomal rearrangements,
both deletions and duplications, responsible for chromo-
somal imbalance and associated phenotype alterations,
occur predominately in CFSs. This predominance of re-
arrangements in CFSs was also found in the POSSUM
syndromes database (data not shown). This conclusion is
in line with the current evidence, and definitely away
from the finding that there was no particular association
between fragile sites and constitutional chromosome re-
arrangements [10]. The clarification of this point may be
due, at least in part, to advances in cytogenetic tech-
niques from the conventional G banding to the recent

OPEN ACCESS
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Figure 1. Representation of the intensity of rearrangement
located in FRs vs. intensity of rearrangement located in non-
FRs. Each chromosome is represented by a point. The coordi-
nates of each point are a pair of intensities of rearrangement
located in FRs and located in non-FRs. The straight line (y = x)
allow us to identify more chromosomes with x > y. To test the
hypothesis of equal intensities against the alternative of higher
intensities for fragile regions we used the sign test, given its
robustness. We obtained a p-value = 0.005 so we can clearly
reject the hypothesis of equal intensities at the 1% level.

array-based techniques.

When the CGH array has been introduced in the clini-
cal practice, it became increasingly clear that the diag-
nostic potential of this technology was greater than G
banding [15,16]. Reviewing 29 studies of patients with
developmental delay/mental retardation (DD/MR), Ho-
chstenbach et al. [16] showed that a yield of approxi-
mately twice the rate of the classical cytogenetics’ find-
ings would be achieved using array analysis.

On the other hand, our results indicating predomi-
nance of constitutional chromosomal rearrangements in
CFSs are evocative of the findings previously reported
by others concerning rearrangements in cancer. Namely,
Burrow et al. [17] reported that most of the breakpoints
in pairs of genes involved in cancer-specific recurrent
translocations are located in human chromosomal fragile
sites, supporting a causal role for fragile sites in the gen-
eration of chromosomal rearrangements in somatic cells.
Using a custom-designed high-density CGH analysis to
study the junction sequences of approximately 500 break-
points in germ cell lines and cancer cell lines involving
PARK?2 or DMD, Mitsui et al. [11,18] suggested that a
common mechanism may be involved in the generation
of rearrangements in both types of cell lines. Our results
extend the findings of these authors, adding evidence that
chromosomal fragility associated with CFSs plays a role
in constitutional chromosomal rearrangements as well.

In what concerns the exception of chromosome 22

Copyright © 2013 SciRes.

(Figures 1 and 2), it was reported that the 22q11.2 region,
a hotspot for chromosomal rearrangements, showed in-
stability features of fragile sites [19], however this region
is not yet classified as a CFS and as such not included in
FRs in this study.

3.2. Absence of Significant Statistical Difference
between Rare and Common CFSs Relative
to the Frequency of Chromosomal
Rearrangements

In spite of the useful dichotomy between rare and com-
mon chromosomal fragile sites, studies showed that, fra-
gile sites have actually a broad continuous gradient of
frequency ranging from very rare to very common (for
discussion see [20]). Both types of fragile sites display
common molecular characteristics associated with chro-
mosomal rearrangements, both in vifro and in vivo (for
review see [4]). Supporting this association in vitro is the
fact that following induction of the fragile site, a propor-
tion of cells from individuals with rare fragile sites are
found to have various duplications or deletions of mate-
rial distal to the fragile site [21]. This is considered to be
the result of breakage at the fragile site followed by non-
disjunction of the distal chromosomal material [21]. Also,
common fragile sites have been shown to display a num-
ber of characteristics of unstable and highly recombino-
genic DNA in vitro, including chromosome rearrange-
ments [22].

In vivo evidence of instability and constitutional chro-
mosomal breakage is given by the chromosomal dele-
tions in a proportion of patients with Jacobsen and Fra-
gile X syndromes [23-25], as well as the association be-
tween common fragile sites and chromosomal deletions
and translocations occuring in human genetic disorders
[20].
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Figure 2. First Principal Component (PC1) vs. Second Princi-
pal Component (PC2). The fraction of the total information
contained in PC1 is 79% and by PC2 is 18%. Intuitively, the
first two PCs show that chromosome 22 is isolated. The isola-
tion of chromosome 22 is also evident when we include the
cases in which only the start position or only the end position
of deleted or duplicated regions are located in FRs.
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Since common and rare fragile sites are breakage-
prone regions and recent data suggest that the differences
between mechanisms of instability at common versus
rare fragile sites are not so stringent [3], we compared
the frequency of rearrangements in rare vs. common fra-
gile sites. We could not detect any statistically significant
difference between rare and common fragile sites relative
to the frequency of chromosomal rearrangements (Fig-
ure 3). For this lack of statistical significance between
rare and common fragile sites, we pursued this study
without discriminating between common and rare fragile
sites.

3.3. The Most Frequent Chromosomal
Rearrangements That Occur in CFSs
Are Deletions

A higher number of deletions compared to duplications
in CFSs was found (Figure 4) but not in non-FRs. These
findings can be due to the differences in mechanisms of
generation of these chromosomal rearrangements. The
NAHR mechanism favours deletions over duplications,
because deletions can result from crossovers both in cis
and in trans, whereas duplications can only result from
crossovers in trans [26]. As the majority (66.7%) of the
NAHR-prone regions described by Liu et al. (2012) are
wholly or partially included in CFSs, it is possible that
this mechanism play a role in the rearrangements occur-
ring in CFSs. In the male germline, it has been found that
deletions occur approximately twice as frequently as du-
plications on autosomes [27]. In spite of the role of se-
lection in the population, it is possible that other factors
are involved in this higher rate of deletions [27].

Among many factors determining the fragility of CFSs,
changes in replication time of DNA seem to play an im-
portant role. The breakpoint-clustering region is repli-
cated later and flanked by the high-flexibility peaks and
the R/G band boundaries [11]. When replication forks
slow, the likelihood that replication is incomplete at the
time of entry into division is increased in the region
without initiating events. This contributes to explain the
high frequency of breaks observed in CFSs [28]. Further-
more, the analysis of nucleotide-sequence content flank-
ing the breakpoints in CFSs demonstrated junctions with
microhomologies to be predominant, favouring the in-
volvement of MMEJ at CFSs [11]. Studying two Com-
mon Fragile-Site-Associated Loci, PARK2 and DMD, in
germ cell and cancer cell lines, these authors also found
that deletions were more frequently observed than dupli-
cations [11]. Our results are consistent with these find-
ings, showing that the higher frequency of deletions ver-
sus duplications generation occurs at the expense of de-
letions at CFSs.

Work is in progress to better clarify these mechanisms
in chromosomal fragile sites.

Copyright © 2013 SciRes.
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Figure 3. Representation of the intensity of rearrangement lo-
cated in common FRs vs. intensity of rearrangement located in
rare FRs in each chromosome. We used again the sign test for
comparing the intensities for rare and common fragile regions.
The p-value obtained was 0.202 so we cannot reject the hy-
pothesis of equal intensities.

0.012 .
Ve
Ve
//
w001
& .
R= e 21
g 0.008 - e
Z =17 7 2009
Ve
2 0.006 - X X ,
z 14
2 127
S 0.004 - =87 x 2,16
g FT3 18
[a) i653 10
0.002 Ay "
Ve
Ve
0

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
Deletion intensities in FRs

Figure 4. Representation of the intensity of deletions vs. du-
plications located in FRs in each chromosome. Each chromo-
some is represented by a point. The coordinates of each point
are a pair of intensities of deletions and duplications located in
FRs. The straight line y = x allow us to identify more chromo-
somes with the intensity of deletions located in FRs larger than
the intensity of duplications located in FRs. The sign test indi-
cates the rejection, at the 1% level (p-value = 0.008), the hy-
pothesis of equal intensities.
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