AVAVaY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\ /
VAY .
u nesp 9ULIO DE MESQUITA FILHO”

Estimativa da frequéncia da inversdo SWBIinv-1 entre pais de

Imtituto e Blocinclas
de Botucatu - Unesp

portadores da sindrome de Williams-Beuren e pais de filhos

normais do Brasil.

Juan Diego Loaiza Medina

Botucatu — SP
2014



A

AvA¥a¥  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\ /Y
VAY ’
u ne Sp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

Imtituto e Blocinclas
de Botucatu - Unesp

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Estimativa da frequéncia da inversdo SWBIinv-1 entre pais de
portadores da sindrome de Williams-Beuren e pais de filhos

normais do Brasil.

Juan Diego Loaiza Medina

Orientador:

Prof. DR. Danilo Moretti-Ferreira
Co-orientador:

DRA Deise Helena de Souza

Tese apresentada ao curso de Pds-Graduacdo em
ciéncias bioldgicas &rea de concentracdo genética do
Instituto de Biociéncias de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista-UNESP como pre-

requisito para o exame de qualificacéo.

Botucatu — SP
2014



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Loaiza Medina, Juan Diego.

Estimativa da frequéncia da inversdo SWBinv-1 entre pais
de portadores da sindrome de Williams-Beuren e pais de filhos
normais do Brasil / Juan Diego Loaiza Medina. - Botucatu, 2014

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Danilo Moretti-Ferreira

Coorientador: Deise Helena de Souza

Capes: 20205007

1. Williams, Sindrome de. 2. Pais e filhos. 3. Citogenética
humana. 4. Hibridizagdo in situ. 5. Aconselhamento genético.

Palavras-chave: Citogenética; FISH; SWBinv-1.




INDICE
Lista de abreviaturas e siglas
Lista de imagens
Lista de tabelas
Resumo
Abstract

1. INTRODUCAO
1.1. Historico
1.2. Genética e Etiologia
1.3. Inversédo SWBinv-1
2. OBJETIVO
3. JUSTIFICATIVA
4. MATERIAL E METODO
4.1. Casuistica
4.2. Etica
4.3. Analises da SWBinv-1
4.3.1. Sequéncia na preparacao da lamina de extensdo sanguinea (Esfregaco
de sangue), técnica de Leishman.
4.4. Sequéncia pré-FISH
4.5. Hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH)
4.6. Analise Citogenética Molecular
4.7. Cultura temporéria de linfdcitos de sangue periférico
4.8. Obtencdo de DNA gendmico
4.9. Analise Estatistica
5. RESULTADOS
5.1. Anélise das células interfasicas
5.1.1. Grupo amostral
5.1.2. Grupo controle
5.2. Tratamento pré-FISH

5.3. Cultura temporaria de linfocitos de sangue periférico

VI
Vil
VI

12
15
16
17
17
17
18

18
18
19
20
21
21
21
22
22
22
27
29
29



6. DISCUSSAO E CONCLUSAO
7. BIBLIOGRAFIA
8. ANEXOS

34
36
48



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Devido ao grande numero de genes listados neste estudo, 0S mesmos nao serdo
relacionados nesta lista. Foram considerados os simbolos oficias dos genes conforme

recomendacdes do Guidelines for Human Gene Nomenclature.

SWB Sindrome de Williams-Beuren

MRNA Acido ribonucleico mensageiro

EASV Estenose adrtica supravalvar

FISH Hibridacdo in situ por fluorescéncia
SWBInv-1 Inversdo na regido cromossomica SWB

EAP Estenose da artéria pulmonar

HII Hipercalcemia idiopatica infantil

Ql Quociente de inteligéncia

Mb Megabase

MLPA Amplificacdo de multiplas sondas de ligacdo
aCGH Hibridizacdo gendmica comparativa em arrays
HAD Heranca autossémica dominante

DNA Acido desoxirribonucleico

LCRs Low Copy Repeats

NAHR Recombinagdes homdlogas ndo — alélica
WBSRC Regido critica sindrome Williams-Beuren
ABSW Associagdo Brasileira de Sindrome de Williams
SAG Servigo de Aconselhamento Genético

pH potencial hidrogenidnico

ml Mililitro

PCR Reacdo em cadeia por polimerase
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Figura 1. A) Tipos de NAHRs: Intra-cromatide, inter-cromatide e inter-
crossomial o, B e vy, respectivamente. B) As NAHRS intra-croméatide geram uma
delecéo e uma molécula de DNA circular, que tem ausente o centrdmero e porém ndo pode se
segregar na divisdo celular. C) NAHRs entre croméatides ou entre cromossomos produz
deleces e duplicagdes reciprocas. (TURNER et al., 2008).

Figura 2. Esquema estrutural genémico do locus SWB (7g11.23), incluindo as
LCRs, centromérico (C), medial (M), telomérico (T) junto com os blocos (A, B, C) e genes
gue o compdem (Modificada de SCHUBERT et al., 2010).

Figura 3. Delecdo atipica de 1,84 Mb entre os blocos Ac e Am. CEN:
Centrémero, TEL: Telémero. Imagem modificada de Bayes et al., 2003.

Figura 4. (a) Mecanismo para a origem da inversdo polimorfica. Durante o
pareamento cromossdmico na divisdo celular, os grandes duplicons de orientacdo invertida,
contendo os blocos teloméricos e centroméricos, A, B e C, podem favorecer o redobramento
parcial de um cromossomo, permitindo uma sinapse intra-cromossomica ou desigual entre
cromatides irmds. Uma recombinacdo homologa ndo-alélica (X preto) pode ocorrer no bloco
C, A, ou B, resultando numa inversao paracéntrica. (b) Mecanismo de geracdo da delecdo
SWB em pais heterozig6ticos pela inversdo polimorfica. A sinapse na regido invertida
promove o dobramento de ambos os cromossomos, para tentar um emparelhamento de
sequéncias homologas. Note-se que duplicons centroméricos e teloméricos sao idénticos em
comprimento nos blocos C e A, mas o bloco Bc é 38 kb mais curto do que bloco Bt, que é
idéntico ao Bm. O cromossomo responsavel pela SWB é o resultado de crossing-over
desigual (X preto) entre o bloco Bt do cromossomo invertido e Bm do normal (tipo 1) ou
entre 0 bloco Bm do alelo invertido e o bloco Bt do normal (tipo 2) . Eventos de
recombinacdo em qualquer outro local, dentro dos lagos resultaria em ambos os
cromossomos acéntricos ou dicéntricos 7 (provavelmente ndo viaveis). N: cromossomo

normal, I: cromossomo invertido. (BAYES et al., 2003).



Figura 5. Esquema e interpretacdo da fluorescéncia da sonda de fuséo simples
LIVE® SWBIinv-1. A inversdo produz que os dois sinais figuem mais perto, apreciando-se
como fusionadas ou adjacentes de cor amarelada.

Figura 6. Esquema sonda de fusdo simples: alternativa 1 LIVE® SWBinv-1. A
inversdo produz que os dois sinais figuem mais perto, apreciando-se como fusionadas ou
adjacentes de cor amarelada.

Figura 7. Detecgdo da inversdo polimorfica em familias com filhos SWB pela
FISH em nucleos interfasicos. A, B) Nucleos interfasico de individuos do grupo amostral que
ndo apresentam a inversdo (CS002H, CS003M). C, D) A inverséo esta presente num dos dois
cromossomos 7 do individuo (CS0012M, CS049H). A sequéncia da sonda ao longo do
cromossomo 7 estd acima. (0s sinais negros representam os duplicons). Os sinais superpostos
indicam a inversdo da regido. Em quanto os sinais separados marcam o cromossomo normal.

Figura 8. Comparacdo de tamanho dos ndcleos numa escala 10um. A) ndcleo
interfasico apds o tratamento pré-FISH. B) ndcleo interfasico sem tratamento pré-FISH.

Figura 9. Mosaico cromossémico do individuo CS048 M. A) Metéafase e nlcleos
em interfase mostrando a SWBinv-1 em um dos cromossomos 7 junto com o esquema de
interpretacdo da sonda de fusdo simples LIVE® SWBIinv-1. B) Nucleos em interfase
mostrando os dois cromossomos 7 normais. C) Nucleos em interfase onde um dos
cromossomos 7 apresenta a SWBinv-1.

Figura 10. Fluxograma resultados grupo amostral x grupo controle
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RESUMO

A sindrome de Williams-Beuren (SWB) é uma rara afeccdo genética, caracterizada por varias
anormalidades fisicas, incluindo dismorfismos faciais, anomalias cardiovasculares,
deficiéncia intelectual e de crescimento, perfil cognitivo caracteristico e ocasionalmente,
hipercalcemia infantil transitdria, com prevaléncia de 1/7500. A etiologia da SWB é uma
delecdo hemizigdtica de genes contiguos na regido cromossémica 7¢q11.23. Os tamanhos das
delecdes mais comum sdo de 1,5 e 1,8 Mb e abrangem 28 genes. O mecanismo de delecéo
esta diretamente ligado a regides cromossémicas repetitivas, denominadas Low Copy Repeats
(LCR). Estas regides repetitivas estdo distribuidas por todo genoma, constituindo cerca de
5% de seu total e sdo o substrato para as recombinagdes cromossomicas (Crossing-over)
durante o processo meidtico. Em algumas ocasides o processo de recombinacdo pode ocorrer
de maneira desigual entre homdlogos nao alélicos (nonallelic homologous recombination —
NAHR), o que pode resultar na delecdo, duplicacéo ou inversdo de um gene ou mais genes.
Inversdes balanceadas podem acarretar em um polimorfismo hemizigético, tendo sido
verificado que a regido critica para SWB esta invertida (SWBinv-1) com maior frequéncia
entre genitores de individuos com SWB. Dados da literatura sugerem que individuos
portadores da inversdo SWBinv-1 tem uma probabilidade de 22-25% de terem um filho com
SWB, comparado com a populacdo geral (5,8%). NOs desenvolvi mos uma estratégia para
triagem de possiveis portadores de SWBinv-1, dentre os genitores de individuos com SWB,
para podermos verificar a frequéncia desta inversdo tanto em pais de criancas com SWB
como entre pais de criangas sem SWB no Brasil. Desta forma foram realizadas analises de
nucleos interfisicos em esfregagco de sangue pela técnica de hibridagdo”in situ” por
fluorescéncia (FISH) e comparamos com analises de interfasicos e metéafases de cultura de
linfocitos. Fizeram parte do grupo amostral 38 casais e do grupo controle 20 casais. Dos 38
casais do grupo amostral apenas 26 casais deram continuidade a pesquisa. E do grupo
controle 19 casais. Foram analisadas 32 culturas de linfocitos do grupo amostral onde
obtivemos 8 casais com mosaicismo (SWBinv-1) e do grupo controle os 19 casais foram

negativo para SWBinv-1.
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ABSTRACT

The Williams-Beuren syndrome (WBS) is a rare genetic disorder characterized by various
physical abnormalities, including facial dimorphisms, cardiovascular abnormalities,
intellectual disability and growth characteristic cognitive profile and occasionally transient
infantile hypercalcemia, with a prevalence of 1/7500 . The etiology of SWB is a hemizygous
deletion of contiguous genes at chromosome region 7g11.23. The most common sizes of
deletions are 1.5 and 1.8 Mb and encompass 28 genes. The mechanism of deletion is directly
linked to repetitive chromosomal regions, called Low Copy Repeats (LCR). These repetitive
regions are distributed throughout the genome, constituting about 5% of its total and are the
substrate for chromosomal recombination (crossing-over) during the meiotic process. In
some instances the process of recombination can occur unevenly among homologous non-
allelic (homologous recombination nonallelic - NAHR), which can result in deletion,
duplication or inversion of a gene or more genes. Balanced inversions can result in a
hemizygous polymorphism has been found that the critical region for this inverted SWB
(SWBInv-1) with greater frequency among parents of individuals with WBS. Published data
suggest that individuals inversion SWBinv-1 has a 22-25% chance of having a child with
SWB, compared with the general population (5.8%). We we developed a strategy for
screening potential carriers SWBinv-1, among the parents of individuals with WBS, so we
can check the frequency of this inversion in both parents of children with SWB as between
parents of children without SWB in Brazil. Thus analyzes of interphase nuclei were
performed on blood smear by technique hybridization "in situ® by fluorescence (FISH)
analysis and compared to metaphase and interphase lymphocyte culture. Were part of the
sample group and 38 couples in the control group 20 couples. Of the 38 couples in the sample
group only 26 couples have continued the search. And 19 couples in the control group. 32
cultures of lymphocytes obtained from the sample group where 8 couples with mosaicism
(SWBinv-1) and the control group were analyzed 19 couples were negative for SWBinv-1.



1. INTRODUCAO

A sindrome de Williams-Beuren (SWB) € uma afec¢do do grupo das anomalias
multiplas e deficiéncia intelectual, que foi descrita independentemente por Williams et al.,
(1961) e Beuren et al., (1962)". Esta sindrome é caracterizada por vérias anormalidades fisicas
e de desenvolvimento, incluindo facies dismorficas que estdo sempre presentes, anomalias
cardiovasculares congénitas, deficiéncia intelectual e de crescimento, perfil cognitivo
caracteristico, que sdo muito freqlientes, e ocasionalmente hipercalcemia infantil transitoria
(AAP, 2001). Outras caracteristicas clinicas podem estar presentes como: hérnia inguinal e
umbilical, iris estrelada, caracteristica vocal rouca, otite média recorrente, alteracfes
dentarias, atraso no crescimento intra-uterino, baixa estatura e baixo peso ao nascimento
(SOUZA et al., 2007). Os principais sinais clinicos e suas frequéncias podem ser observados
na tabela 1.

O perfil cognitivo da sindrome de Williams-Beuren é conhecido pelo prejuizo nas
habilidades visuo-espaciais e ndo-verbais (manipulacdo com nuUmeros, motricidade e
resolucdo de problemas) que contrasta com o desempenho favoravel para as habilidades
verbais, as quais tém sido correlacionadas as facilidades para a memdria auditiva. Este
contraste sustenta a hipotese de dissociacdo das habilidades de linguagem e cognicéo,
conferindo a esta sindrome um quadro neurocognitivo peculiar (ROSSI et al., 2006). Também
apresentam frequentemente hiperacusia, hiperatividade, desinibicdo social, amabilidade
excessiva, inseguranca, e baixa capacidade de concentragdo, caracteristicas que prejudicam o
relacionamento e adaptacdo social, bem como a aprendizagem (WILLIAMS et al., 1961;
BEUREN et al., 1962; BELLUGI et al., 1990; LASHKARI et al., 1999; BELLUGI et al.,
2000; SOUZA et al., 2007).

! ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: informacéo e documentacgdo — Referéncia —
Elaboracdo. Rio de Janeiro, 2002. 24p.



Tabela 1. Achados clinicos relacionados com a sindrome de Williams Beuren
(SWB) de criancas com e sem a delecdo 7g11.23 comparado com os dados da literatura( ).
(SOUZA et al., 2007).

Delec&o - positiva Delecéo - negativa
Caracteristicas clinicas Estudo H Fstudo H
(n=15) (n=379) (n=3) (n=138)
% %
Testa larga 15 93 3 38
Boca grande 15 93 3 40
Labios proeminentes 15 94 3 42
Edema periorbital 13 93 3 36
Filtro nasal longo 12 91 1 36
Hipoplésia malar 12 100 2 92
Ponte nasal baixa 11 91 3 90
Anomalias dentarias 10 64 2 32
Bochechas proeminentes 10 87 3 44
Estreitamento bitemporal 8 88 2 32
Estrabismo 8 51 1 7
Orelhas em abano 7 - 1 -
Microcefalia 6 45 1 38
Mandibula pequena 6 89 2 43
Iris estrelado 3 39 0 23
Clinodactilia do quinto digito 13 56 0 43
Deficiéncia intelectual 15 86 3 66
Sociabilidade excessiva 13 83 3 35
Pequeno para idade gestacional 8 69 0 17
Estatura 7 65 0 40
Peso 4 50 0 35
Dificuldades de alimentagéo 11 73 1 23
Constipacgéo cronica 12 57 2 24
Hiperatividade 11 75 3 44
Hérnia Inguinal/ umbilical 9 34 2 18
Loquacidade 9 54 0 14
Voz roca 8 74 2 26
Baixa estatura 9 57 0 43



Hipotonia 7 72 1 57
Problemas respirat6rios 7 - 2 -
Estenose adrtica supravalvar 6 60 0 10
Outras cardiopatias 3 43 0 32
Vomitos 5 73 1 23
Otite media cronica 4 29 0 0
Problemas renais 4 18 0 8

A SWB ¢ causada por uma microdelecdo hemizigédtica de 28 genes (tabela 2) do
braco longo do cromossomo 7 (7q11.23), alguns destes genes codificam proteinas estruturais,
fatores de transcricdo (reguladores da expressdo de outros genes), receptores de
transmembrana e outras proteinas implicadas na transduc¢éo do sinal intracelular.

Aproximadamente 96% dos casos com diagnostico clinico positivo para SWB,
apresentam o gene da elastina (ELN) deletado. O gene ELN tem um tamanho aproximado de

45 Kb e codifica um mRNA de 3,5 Kb. Possui 34 éxons com uma proporcao intron: éxon

19:1 (NICKERSON et al., 1995).

Tabela 2. Genes deletados da regido critica SWB 7q11.23.

GENE DESCRICAO

POM121 Proteina que controla o trafego bidirecional de macromolecular na membrana celular
(POWERS et al., 1999). Componente do complexo de poros nucleares (NPCs). Os
NPCs também influenciam a expressdo génica, organizacdo da cromatina, e heranca
(MITCHELL et al, 2010).

NSUN5/WBSCR20 Pertence a superfamilia metiltransferase. Familia RSMB / NOP. Detectada na placenta,
no rim e musculo esquelético (DOLL e GRZESCHIK, 2001).

FKBP6 Gene que tem homologia com a proteina de ligacdo Fk-560 da classe das imunofilinas.
Pode estar associado a hipercalcemia e atraso de crescimento na sindrome (MENG et
al., 1998a). Desempenha um papel no emparelhamento homologo dos cromossomos na
meiose e a fertilidade masculina em modelos de rato (METCALFE et al., 2005).

FzD9 Gene que codifica um receptor trans-membrana humano homaélogo ao gene receptor
para a proteina wg (asa vestigial) da Drosophila (WANG et al., 1997).

WBSCRY/WSTF Transcrito que codifica um coativador transcricional (LU et al., 1998; PEOPLES et al.,
2000).

BCL7B Sequéncia relacionada ao gene identificado na linhagem celular do linfoma de Burkitt
(JADAYEL et al., 1998; MENG et al., 1998h).

TBL2/WS-bTRP Membro da familia de genes b-transducina (PEREZ-JURADO et al., 1999).

WBSCR14/WB-bHLH Codifica o fator de transcricéo da superfamilia Myc/Max/Mad (MENG et al., 1998b).

VPS37D/WBSCR24 Proteina vacuolar. Expresso normalmente no cérebro, rins, e no masculo esquelético
(MICALE et al., 2008).

DNAJC30/WBSCR18 Proteina de 226 aminoacidos que contém um dominio J, envolvido no dobramento de
proteinas. Expresso no cérebro, coragdo, rim, figado, pulméo, baco, estbmago e do
testiculo (MERLA et al., 2002).

WBSCR22 Proteina com motif de ligagdo Sadenosil-L-metionina. Pode estar envolvida com
metilagdo do DNA. Expresso no rim, bago, figado, pulmédo (MERLA et al., 2002).

STX1A Gene da sintaxina 1A, envolvido na liberagéo de neurotransmissores nas vesiculas




sinapticas (ZHANG et al., 1995).

ABHD11/WBSCR21 WBSCR21 codifica uma proteina putativa de 315 e 307 residuos, com 84%
semelhancas e de dominio - hidrolise (MERLA et al., 2002).

CLDN3 Familia das claudinas, receptor de enterotoxinas. Parte das estruturas de unido entre
células/barreras entre tecidos epiteliais (COYNE et al., 2003).

CLDN4 Familia das claudinas, receptor de enterotoxinas. Parte das estruturas de unido entre
células/barreras entre tecidos epiteliais (COYNE et al., 2003).

WBSCR27 Funcéo desconhecida

WBSCR28 Funcdo desconhecida

ELN Proteina estrutural, componente de fibras elasticas (ROSEMBLOMM et al., 1984).

Cardiopatia, caracteristica vocal rouca, envelhecimento precoce, hérnias, frouxiddo das
articulagbes (EWART et al., 1993; DUBA et al., 2002; CURRAN et al., 1993)

LIM-quinase 1 (LIMKZ)

E o segundo gene mais frequentemente deletado nos pacientes com SWB. Seu produto
génico a tirosina quinase estd implicada no crescimento de ax6nios. LIMK1 é um forte
candidato para as caracteristicas neurolégicas ndo explicadas da sindrome de Williams-
Beuren (TASSABEHJI et al.,1996).

WSCRVEIF4H Fator de translagdo-iniciacdo semelhante ao transcrito parcial do gene WSCR1
(OSBORNE et al., 1996).

WBSCR15/LAT2 Proteina expressada nos leucdcitos do sangue periférico, placenta, pulmdo e, com
menor expressdo no baco, coragdo, cérebro, figado e pancreas (DOYLE et al., 2000)

RFC2 Subunidade 2 do complexo fator de replicagdo C. Reaparo e elongacdo do DNA

durante a replicagcdo (WANG et al., 2000)

CYLN2/CLIP-115

Codifica uma proteina de ligagdo intracelular semelhante aos transcritos parciais dos
genes WSCR3 e WSCR4 (HOOGENRAAD et al., 1998).

WBSCR1VUGTF3
/GTF2IRD1

Regulador transcripcional, proteina ligadora. Envolvida no desenvolvimento
craniofacial e cognitiva de mamiferos (TASSABEHJI et al., 2005). A
haploinsuficiéncia do gene GTF3 pode ser a causa do cansa¢o muscular anormal que é
caracteristica da sindrome de Williams (TASSABEHJI et al., 1999).

GTF2I/BAP135/SPIN

Codifica o fator de transcricdo TFIII/ SPIN/BAP-135 Fator iniciador da transcri¢do
implicada na transcri¢do basal e ativada (PEREZ-JURADO et al., 1998).

NCF1 Fator citosdlico dos neutrdfilos, também conhecida como p47-phox (por fagocitos
oxidase), é um componente do complexo de NADPH-oxidase (VOLPP et al., 1989)

FzZD3 Gene envolvido no neurodesenvolvimento rostro-caudal e na diferenciagdo celular
(SCHMITT, 2001).

CPETR1 Receptor de enterotoxina expresso no rim, pulmao, intestino e tiredide (SCHMITT,

2001).

Uma translocacao reciproca t(6;7)(p21.1; q11.23) familial associou a disrupgéo do
gene ELN com a estenose aodrtica supravalvar (EASV) principal caracteristica fenotipica
descrita da sindrome. A EASV esta presente em aproximadamente em 65% dos casos com
SWB. A partir desta descricdo o estudo foi replicado nos casos com EASV, sendo confirmada
a mutagéo do gene ELN na regido 7911.23 (MORRIS et al., 1993; CURRAN et al., 1993)

Outras caracteristicas importantes, como a hipercalcemia, o perfil neuropsicologico
e a deficiéncia intelectual ndo sdo decorrentes da delecdo no gene da elastina.

Apesar da correlacdo gendtipo-fendtipo do gene ELN estar bem caracterizada, a

haploinsuficiéncia para outros genes ainda ndo esta clara, principalmente, em relagcdo ao

fendtipo neurocognitivo, mas se sabe que o gene LIMK 1 é preferencialmente expresso em



alguns nucleos do sistema neuromotor, e desempenha papéis na diferenciacdo das populacGes
de células neuronais (MORI et al., 1997).

O diagndstico clinico da SWB é feita por avaliacdo clinica, geralmente durante a
infancia, quando as caracteristicas faciais tipicas sdo mais evidentes, tornando-se reconhecivel
desde os 4 meses de idade (MORRIS et al., 1988). Entretanto, a grande variabilidade
fenotipica nesta sindrome, muitas vezes dificulta e atrasa o diagndstico clinico. Assim, a
técnica de hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) tem sido usada para confirmar o
diagnéstico clinico e demonstrar a microdele¢cdo da banda 7g11.23 no cromossomo 7
(LOWERY et al., 1995; SOUZA et al., 2007).

Outros critérios para o diagnéstico da SWB consistem em hérnias umbilicais e
inguinais, contraturas articulares, sinostose radioulnar e estrabismo (MORRIS et al., 1998;
LASHKARI et al., 1999).

Estudos prévios, Osborne et al., (2001); Bayes et al.,(2003); Frohnauer et al.,
(2010) e Hobart et al., (2010) verificaram que uma inversdo na regido critica 7q11.23
(SWBIinv-1) presente em 24,9% dos genitores de pacientes com a SWB pode causar o mal
pareamento do cromossomo 7 e levar a uma delecdo ou duplicacdo. A frequéncia deste

poliformismo é bastante alta comparada com a populacdo geral (5,8%).

1.1 Historico

A SWB foi inicialmente descrita por Williams et al., (1961) na Nova Zelandia. As
quatro criancgas que foram avaliadas neste estudo apresentavam EASV, deficiéncia intelectual,
alteracGes no crescimento e aspectos faciais distintos. Independentemente, um ano apds,
Beuren et al, (1962) na Alemanha, descreveram 4 pacientes com estenose da artéria pulmonar
(EAP), estrabismo, anomalias dentarias e criangas de natureza amigavel, além das
caracteristica ja mencionadas anteriormente.

Apesar das primeiras descri¢cGes detalhadas da sindrome terem sido atribuidas a
Williams e Beuren, existem relatos prévios na literatura de pacientes com hipercalcemia
idiopatica infantil (HII) tipo Fanconi que apresentavam caracteristicas semelhantes as da
SWB (BLACK e BONHAM-CARTER, 1964).

Os sinais clinicos como facies caracteristica, atraso de crescimento, dificuldades
na alimentagdo, vomitos persistentes, irritabilidade, constipacgdo, hipotonia, alteragdes renais,
sopro cardiaco e deficiéncia intelectual caracterizavam a HIl tipo Fanconi (FANCONI et al.,
1952; MARTIN et al., 1984).



A sindrome de Williams-Beuren tem sido relacionada com o incremento dos
niveis de célcio na infancia, assim como uma alteragdo na producéo do horménio calcitonina
(SOTILLO e NAVARRO, 1998).

Outras pesquisas deram énfase aos tracos faciais existentes entre criancas com
SWB e HII, além do sopro cardiaco. Tomando como referéncia este ponto, propuseram que o
sopro cardiaco da HII poderia estar relacionada com lesdes estenéticas evidenciadas na SWB.
Uma segunda comparacdo seria uma hipercalcemia ndo diagnosticada que se resolvia
espontaneamente em criangas com SWB. Martin e Cohen (1984) sugeriram que a
variabilidade fenotipica entre SWB e HII podia representar uma alteracdo genética comum.

O vinculo entre as duas doencas ficou claramente estabelecido quando Garcia et
al., (1964) descreveram um recém nascido que apresentou hipercalcemia, EASV e EAP, tendo
evoluido com fécies caracteristica e deficiéncia intelectual.

O fendtipo intelectual e cognitivo é especifico para criangas com SWB. Em um
estudo comparativo (idade, sexo, classe social e inteligéncia), as criancas com SWB
mostraram diferencas em aspectos emocionais e de conduta, quando comparado com 0 grupo
controle, particularmente em relacdo a concentracdo e ansiedade, também apresentavam uma
pobre capacidade visuo-espacial e motora, mas, estes déficits ndo afetavam as capacidades
ndo verbais. A capacidade de memdria visual em SWB era tdo boa como os controles e
exibiam um melhor rendimento no reconhecimento facial (UDWIN e YULE, 1991).

Outros autores observaram que as criancas com SWB embora parecessem
inseguras e ansiosas, comportavam-se com desinibicdo e loquacidade, distinguindo-se por sua
grande habilidade verbal apesar de baixo quociente de inteligéncia (QI) (BELLUGI et al.,
2000). Considerasse que até 90% de criangas e adultos com SWB sdo hipersensiveis a uma
variedade de sons, incluindo os produzidos por maquinas de lavar, aspiradores ou de menor
intensidade como trovoes repentinos (UDWIN e YULE, 1991).

O perfil neuropsicolégico de um grupo de individuos com SWB foi avaliado da
infancia até a vida adulta, e apresentaram algumas caracteristicas como: amabilidade
excessiva, baixa estatura e microcefalia (JONES e SMITH, 1975).

A EASV tem sido descrita como doenca infrequente, causada por delecdo no
cromossomo 7g11.23, provocando uma deficiéncia na producdo do precursor da elastina, a
tropoelastina, 0 que desencadeia a perda da elasticidade da parede dos vasos (BONINI et al.,
2010). A relacédo entre EASV e SWB foi comprovada em um estudo molecular (marcadores
de DNA no brago longo do cromossomo 7 D7S371, D7S395, D7S448 e ELN) em duas

familias com EASV. Os resultados demonstraram que a perda do gene da ELN no braco longo



do cromossomo 7, pode ser responsavel pela EASV e pode explicar as anormalidades
cardiacas nos individuos (EWART et al., 1993).

Outro estudo, com uma familia com EASV de carater autossdmico dominante, foi
identificada uma translocacdo t(6;7)(p21.1;q11.23) que causava a ruptura do gene da elastina,
diminuindo a expressao da proteina no tecido vascular, influenciando a elasticidade dos vasos
sanguineos, pulmaes, intestino e pele (MORRIS et al., 1993).

A citogenética classica pelo bandeamento G (Giemsa) é util para identificar
translocaces, delegdes, inversdes e outros tipos de rearranjos cromossdmicos, mas o nivel de
resolucdo ndo possibilita as analises da microdelecdo 7q11.23. No entanto, a técnica de
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) detecta delecdes inferiores a 5 Mb e ¢é
considerada “padrdo-ouro” para a confirmacdo do diagndstico laboratorial (HOOVERS et al.,
1999; SOUZA et al., 2007).

Esta técnica baseia-se na ligacdo de sondas de DNA marcadas com fluorocromo
que se liga ao gene da ELN. A marcacdo cromossomo-especifica é visualizada como pontos
fluorescentes de cores diferentes, mostrando a presenca de um alelo da ELN em vez de dois
alelos (MALUF; RIEGEL, 2011).

Varios pesquisadores utilizaram e comprovaram a eficacia da técnica da FISH em
pacientes com diagnostico clinico da SWB, com uma fidelidade (FISH positivo) entre 85% e
100% (BORG et al., 1995, HIROTA et al., 1996, BREWER et al., 1996, ELCIOGLU et
al., 1998, SUGAYAMA, 2001 e SOUZA et al., 2007). Mesmo sendo o método “padrio-ouro”
para o diagnostico da SWB os custos limita 0 uso da mesma. Atualmente o0s testes
diagndsticos para deteccdo da delecdo podem ser realizados pela FISH, amplificacdo de
maltiplas sondas dependente de ligagdo (MLPA) ou hibridizagdo genémica comparativa em
microaranjos aCGH (MORRIS, 2000). Estas técnicas permitem o diagnostico laboratorial e
assim melhoram a abordagem terapéutica, a prevencdo das complicacbes e 0 aconselhamento

genético adequado.

1.2 Genética e Etiologia

A SWB ¢ considerada uma sindrome de delecdo de genes contiguos da regido
70.11.23, afetando mulheres e homens em igual proporcao, de qualquer etnia e com padréo de
heranga autossdbmica dominante (HAD). Morris et al., (1993) relataram 3 familias onde pais e

filhos foram diagnosticados com SWB, seguindo este padrdo. Outros raros casos familiais



reportados tem sido de transmissdo mée-filho (MORRIS et al., 1993; SADLER et al., 1993)
ou de gémeos idénticos (CASTORINA et al., 1997).

A maioria dos casos € de origem de novo, com uma prevaléncia entre 1/7.500 a
1/20.000 nascimentos (STROMMIE et al., 2002), considerada uma entidade rara pela maioria
dos autores (LASHKARI et al., 1999). Como a sindrome é de HAD, os afetados tém 50% de
probabilidade de transmitir a delecdo para seus descendentes. Quando 0s pais ndo sao
afetados o risco de recorréncia é geralmente baixo.

Um rearranjo intercromossémico desigual (pareamento incorreto) entre 0s
Cromossomos na meiose seria a causa ou a origem da delecdo, que pode ocorrer em uma
regido contendo sequéncia repetidas de DNA, como a regido da SWB 7q11.23 (SCHUBERT,
2009).

Estas regides repetitivas sdo chamadas “repeticdes com baixo nimero de copias”,
LCRs (Low Copy Repeats), que consistem geralmente de blocos de DNA de ~10-400 Kb com
uma identidade > 97%. As LCRs podem conter genes, fragmentos de genes ou pseudogenes.
Em contraste com outras repeticdes, as LCRs frequentemente parecem se localizar
preferencialmente perto dos centrdmeros ou telémeros de cromossomos humanos. O tamanho,
a orientacdo e disposicéo relativa das LCRs afetam a arquitetura do genoma de tal forma que
eles resultam em regifes gendmicas que sdo instdveis e propensas a recombinacdes
homdlogas ndo - alélicas (NAHRS). A combinacdo desta arquitetura particular e NAHRS
podem resultar em rearranjos de cromossomos incluindo dele¢des, duplicacdes, inversdes e
translocacdes (LUPSKY, 1998; STANKIEWICZ e LUPSKI, 2002).

As NAHRs (Intra-cromatica, inter-cromatica e inter-crossomica) (Figura 1) entre
LCRs desalinhadas é o mecanismo mais recorrente para gerar a duplicagdo ou delecdo da
SWB a qual é quase idéntica na maioria dos casos. Quando estes desalinhamentos ocorrem
em LCRs orientados no mesmo sentido causam, delecGes e duplicagdes, ou inversdes quando

0 pareamento ocorre em LCRs com orientagéo invertida.
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Figura 1. A) Tipos de NAHRs: Intra-cromética, inter-croméatica e inter-
crossomica o, B e vy, respectivamente. B) As NAHRS intra-cromaticas geram uma
delecéo e uma molécula de DNA circular, que tem ausente o centrémero e assim ndo pode se
segregar na divisdo celular. C) NAHRs entre cromatides ou entre cromossomos produz

deleces e duplicagdes reciprocas. (Modificada de TURNER et al., 2008).

Anélises de haplotipos com marcadores polimorficos tém demonstrado que as
NARHSs intercromossomicas sdo a causa de 2/3 dos cromossomos deletados, entretanto as
NARHSs intracromossdmicas entre cromatides irmés, tem como resultado 1/3 das dele¢des nos
cromossomos (DUTLY e SCHINZEL, 1996; BAUMERet al., 1998, URBAN etal.,,
1996; THOMAS et al., 2006).

Existe um segundo tipo de evento que conduzem as NAHRs e séo as sequéncias

Alu (pequenos transposons no genoma humano de mais ou menos 300 pb). Os mecanismos de
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mutacdo das sequéncias Alu vdo desde interromper um gene (alternando sua expresséo),
alteragcdo de um sitio de splicing ou induzindo recombinacdo homdloga néo alélica, gerando
duplicacOes e delegdes. O gene ELN possui grandes sequéncia Alu repetitivas na sua
extremidade 3" (MORRIS et al., 1998). Ewart et al., 1994, cita que nem sempre este tipo de
elementos repetitivos estdo envolvido nos mecanismos das mutaces (delecdes), mas sdo
relacionados com as mutacdes geradoras de EASV (NICKERSON et al., 1995), mas nem
todos os autores estdo de acordo que este mecanismo leva a uma delecéo.

A regido critica para a sindrome de Williams-Beuren (RCSWB), ¢ flanqueada por
trés grandes LCRs ou duplicons, cada um composto por trés blocos diferenciados,
denominados A, B e C (sequéncias repetitivas de alta similaridade), os quais estao localizados
na regido centromérica (cen), medial (mid) e telomérica (tel) do l6cus da SWB (A, B, C cen,
A, B, Cmide A, B, Ctel) (SCHUBERT, 2009; HOBART et al., 2010; BAYES et al., 2003).
(Figura 2).

As origens das sequéncias LCRs na regido da SWB ocorreram aproximadamente
h& 25 milhdes de anos atras ap0s a separacdo dos primatas e hominideos. A partir de uma
sequéncia ortologa, uma primeira inversao paracéntrica ocorreu entre 7q11 e 7922, seguida de
uma duplicacdo de um gene ancestral STAG3 (bloco B), formando assim o bloco A
(SHUBERT, 2009).

Os blocos das LCRs centromérica e medial estdo na mesma orientacdo, embora de
forma diferente. A terceira LCR encontra se mais distante, na regido telomérica, com a mesma
ordem da LCR centromérica, mas em orientagdo oposta (Figura 3). A regido gendmica do
Bloco A esta composto por quatro pseudogenes diferentes: STAG3, PMS2, GATS e o
fragmento WBSCR19. Estes genes sdo principalmente duplicagbes segmentares de outras
regides no cromossoma 7. O gene ancestral do GATS e STAG3 estdo localizados na regido
7022, 0 gene PMS2 transcricionalmente ativo est4 posicionado no brago curto do cromossoma
7 (7p22) (SCHERER et al., 2003).

O Bloco B é composto por trés genes: GTF2l, GTF2IRD2 e NCF1. A copia
transcricionalmente ativa do GTF2I codifica um fator de transcricdo (membro do fator de
transcricdo da familia TFII-1), estd localizada na parte medial do bloco B. As copias do gene
de GTF2I na parte centromérica e telomérica sdo transcritos como proteinas truncadas. O
gene GTF2IRD2, que também é um membro da familia TFII-I, parece ser totalmente
transcrito em paralelo pelas copias medial e telomérica do bloco B, a cépia de GTF2IRD2
centromérico ndo é expressa, por falta dos exons 1 e 2. Um terceiro membro desta familia de

gene é o gene GTF2IRD1, o qual € um locus de copia Unica, localizado na copia medial deste
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bloco LCR (PEREZ-JURADO et al., 1998; WANG et al., 1998; KORENBERG et al., 2000).
Enquanto o Bloco C estd composto por quatro genes: POM121, NSUN5, TRIM50 e FKBP6
(HOCKENHULL et al., 1999; FUNAKOSHI et al., 2007; MICALE et al., 2008; ANTONELL

et al., 2005).
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Figura 2. Esquema estrutural gendmico do locus SWB (7q11.23), incluindo as

LCRs, centromérico (C), medial (M), telomérico (T) junto com os blocos (A, B, C) e genes
que o compdem. (Modificada de SCHUBERT et al., 2010).
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A delecdo comum de 1,55 Mb contém 28 genes de copia Unica na WBSRC, esta
perda ocorre pela recombinacgdo desigual entre 0s segmentos centroméricos e medial do Bloco
B (presente em 96% dos casos), que se encontram na mesma orientacdo (OSBORNE et al.,
1996; PEOPLES et al., 2000; OSBORNE et al., 2001; SCHUBERT et al., 2009).

O resultado da recombinacéo entre os Blocos Ac e Am (Figura 3) é uma delecédo
maior (1,84 Mb) da regido, devido a distancia entre elas, porém um fenotipo mais grave, so
aparece em 5-8% de todos os casos SWB (WU et al., 1999). Outras delec¢des atipicas menores
(950 Kb e 850 Kb) ja foram descritas, mesmo com diagnéstico clinico menos caracteristico,
mas que incluem EASV e deficiéncia intelectual (HELLET et al., 2003).
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Figura 3. Delecdo atipica de 1,84 Mb entre os blocos Ac e Am. CEN:

Centrémero, TEL: Telémero. Imagem modificada de Bayes et al., 2003.

Entretanto, com relacdo ao imprinting gendmico ndo existe uma diferenca
significativa, Hobart et al., (2010), afirmaram que a porcentagem de origem materna da
delecdo SWB é de 50,6% (130 de 257) e 49,4% (127 de 257) de origem paterno, estes dados
sugerem que ndo existe uma diferenca entre géneros na transmissdo do cromossomo
responsavel pela SWB (PEREZ JURADO et al., 1996; PEOPLES et al., 2000; VALERO et
al., 2000; BAYES et al., 2003; SCHUBERT, 2009).

Outros tipos de rearranjos tém sido descritos para a regido SWB, e um deles é um
polimorfismo hemizigotico identificado como inversdo da regido SWB (SWBinv-1) e ¢
encontrada com maior frequéncia entre genitores de individuos com SWB. Ndo obstante,
Scherer et al., (2005), descreveram duas familias com genitores ndo afetados (sem SWB) em
que irmdos com SWB tinham delecéo e apenas uma dessas familias o genitor apresentava a
inversdo da regido SWBIinv-1. Enquanto, Osborne et al., (2001), identificaram 4/12 de
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familias (33%), com uma pessoa afetada pela delecdo, onde os genitores eram portadores da
inversdo polimorfica.

Estes resultados sugerem que a presenca de uma variante gendmica dentro da
populacdo pode estar associada com a SWB e resultando em uma predisposicdo a

microdelecdes, mas também podem causar translocac6es, inversdes e duplicacdes.

1.3 Inversdo SWBinv-1

A inversdo da regido 7q11.23 pode ocorrer pelo pareamento incorreto dos blocos
LCRs centromérico e telomérico.

A recombinacdo desigual do cromossomo invertido e 0 homoélogo normal (ocorre
nos ultimos 38 Kb dos blocos Bm e Bt) provocando a delecdo da WBSRC (1.55 Mb). Isso
pode ocorrer devido ao cruzamento dos blocos Bt do cromossomo invertido e do bloco Bm do
homologo ndo invertido (tipo 1) ou do bloco Bm do cromossomo invertido com o bloco Bt do
homologo normal (tipo 2), que por sua vez, leva a uma pequena inversdo na regido, entre as

LCRs telomérico e medial (Figura 4).
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Figura 4. (a) Mecanismo para a origem da inversdo polimoérfica. Durante o pareamento cromossdémico
na divisao celular, os grandes duplicons de orientacdo invertida, contendo os blocos teloméricos e centromérico,
A, B e C, podem favorecer o redobramento parcial de um cromossomo, permitindo uma sinapse intra-
cromossdmica ou desigual entre crométides irmds. Uma recombinagdo homdloga ndo-alélica (X preto) pode
ocorrer no bloco C, A, ou B, resultando numa inversao paracéntrica. (b) Mecanismo de geracdo da delecdo
SWB em pais heterozigéticos pela inversdo polimérfica. A sinapse na regido invertida promove o dobramento de

ambos 0s cromossomos, para tentar um emparelhamento de sequéncias homologas. Note-se que duplicons
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centromeéricos e teloméricos sdo idénticos em comprimento nos blocos C e A, mas o bloco Bc é 38 kb mais curto
do que bloco Bt, que é idéntico ao Bm. O cromossomo SWB é o resultado de crossing-over desigual (X preto)
entre o0 bloco Bt do cromossomo invertido e Bm do normal (tipo 1) ou entre o bloco Bm do alelo invertido e o
bloco Bt do normal (tipo 2) . Eventos de recombinacéo em qualquer outro local, dentro dos lagos resultaria em
ambos 0s cromossomos acéntricos ou dicéntricos 7 (provavelmente ndo vidveis). N: cromossomo normal, I:
cromossomo invertido. (BAYES et al., 2003).

A preferéncia do Bloco B como substrato para as recombinagdes homdélogos e
pontos de quebra na regido é possivelmente devido ao alto grau de identidade dos blocos Bc-
Bm (99,6%), comparado com 0 98,2% de identidade dos blocos Ac-Am. A porcentagem de
elementos repetitivos no bloco B foi estimado em 49,7% na sequéncia, o qual é maior que a
média de 34% calculado para 0 DNA com o mesmo namero de CG (SMITH, 1996).

Por outro lado, Tam et al., (2008) estudaram a expressdo génica da regido 7¢q11.23
em trés individuos normais com o polimorfismo SWBinv-1. Os resultados sugeriram que 0S
individuos com o polimorfismo SWBinv-1 apresentavam uma expressao normal dos genes na
regido, sem interrupcdo da expressdo génica e sem sintomas clinicos, pois o ponto de quebra
da inversdo ndo altera sequéncias funcionais no bloco B (centromérico e medial), que sdo
comumente deletados na SWB, e que provavelmente, elementos regulatérios para outros
genes também ndo sdo afetados. Embora a expressdo do gene STX1A foi estatisticamente
elevada no grupo WBSinv-1, o aumento foi modesto (1,188 vezes comparado com os nivel
em individuos sem o polimorfismo WBSinv-1).

Este polimorfismo cromossémico estd presente em 25% das transmissdes
cromossdmicas parentais da populacio de pacientes com SWB (BAYES, et al., 2003;
OSBORNE et al., 2001).

Na populacdo normal (pessoas que ndo tem SWB ou portadoras de outro tipo de
malformacdo) a presenca da inversao esta presente em cerca de 5% (OSBORNE et al. 2001;
HOBART et al., 2004), sugerindo que a SWBinv-1 é uma predisposi¢cdo ao rearranjo
cromossémico, aumentando a chance de recombinagdes meioticas desiguais nas células
germinativas de individuos com inversdo. Mesmo sendo 5% a taxa da inversdo na populacéo
normal continua sendo baixa comparada com outras sindromes causadas por inversdes, como
sindrome de Prader-Willi/Angelman, na regido 15q11 (9%) ou a inverséo da regido 8p (26%)
que abrange um grupo de genes que codificam receptores olfatorios (MALUF; RIEGEL,
2011).

Estudo realizado com 257 casais com filhos com SWB, verificou que 64 genitores
(24,9%) possuiam a SWBIinv-1 e que 15 genitores (5,8%) com filhos sem SWB, da populacdo
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normal também tinham esta inversdo. Assim, um genitor de SWB com SWBinv-1 possui um
risco 5 vezes maior de ter um outro filho com SWB do que pais de SWB sem a inverséo.
Usando estes dados e a frequéncia de 1: 7500 na populacdo (HOBART et al., 2010) foi
calculado que um genitor com SWBIinv-1 possui um risco de 1/1750 de ter outro filho com

SWAB, e que pais sem SWBinv-1 tem um risco de 1/9500 de terem outro filho com SWB.
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2. OBJETIVO

Estimar a frequéncia do polimorfismo genémico (SWBinv-1) na regido 7g11.23 em genitores
com filhos com Sindrome de Williams-Beuren em compara¢do com um grupo controle de

genitores com filho(s) normais (sem SWB) na populacéo brasileira.
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3. JUSTIFICATIVA

A SWB ¢é um defeito congénito do desenvolvimento causado por uma delecdo na
regido 7911.23. A delecdo e variavel e os estudos genéticos em pacientes afetados pela
sindrome pdem em evidéncia a relacdo entre o tamanho da delecdo e o comportamento
(sintomas) clinico, indicando que se trata de uma sindrome de genes contiguos.

Estudos prévios feitos por Osborne et al., 2001; Bayes et al., 2003; Frohnauer et
al., 2010 e Hobart et al., 2010 entre outros, estimam que a frequéncia da inversao polimorfica
em genitores da SWB é bastante alta (24.9%) comparada com a populacédo geral (5,8%).

Na atualidade o Brasil ndo conta com um estudo que possa aclarar esta estimativa,
por tal motivo este estudo estara baseado na procura das frequéncias de inversdes
polimorficas em pais com filhos SWB em relacéo a populacdo geral no pais.

Sendo a populacdo brasileira heterogénica, com muita miscigenacao, pretendemos
com este estudo verificar a frequéncia da ocorréncia da SWBinv-1 em um grupo de 100
familias com pelo menos um afetado com SWB e 100 familias com pelo menos 1 filho
normal (sem a SWB) e assim podermos utilizar estes dados com maior acurécia para o

aconselhamento genético nestas familias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica
O presente estudo tem sua casuistica composta por dois grupos:

Grupo amostral formado por 100 casais (200 genitores), brasileiros com pelo
menos um filho (a) com SWB, triados junto ao banco de dados do Servico de
Aconselhamento Genético (SAG) — IBB/Unesp e a Associacdo Brasileira de Sindrome de
Williams (ABSW) S&o Paulo, SP. Foram realizadas apresentacfes da pesquisa na sede da
ABSW para oficializar o convite e subsequentemente a coleta do material bioldgico.

Grupo controle, formado por 100 casais (200 genitores) brasileiros com filho (s),
(a) normal (is) - para este estudo filho (a)(s) normal(is) tem como significado néo ter a SWB -
triados junto aos funcionarios administrativos, professores da UNESP, sem vinculo de
hierarquia com o orientador, e de pessoas que se ofereciam de forma voluntaria na pesquisa,
normalmente vinculados pelos mesmo casais do grupo amostral (ndo aparentados), amigos
preferivelmente.

Os geneticistas de outros centros convocaram Sseus pacientes e 0s encaminharam
as palestras oferecidas na cidade de S&o Paulo, durante os eventos organizados pela
associacdo ou por nossas visitas periodicas na sede. Para 0s pais de outros estados, ou quando
ndo havia condicdo de encaminhamento do paciente, foram realizadas coletas nestas
localidades, para aumentar o niumero de casais do grupo amostral. Estas cidades séo: Brasilia

DF; Rio de Janeiro-RJ; Fortaleza-CE; Sorocaba-SP, Osorio-RS e Araraquara-SP.

4.2 Etica

O projeto de pesquisa teve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP-SP o dia 02 de julho de 2012,
(Anexo 1).

Todos os genitores de SWB foram informados dos objetivos do projeto e quando
aceitavam participar do mesmo assinavam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em
duas vias (Anexo 2). Sendo que uma via ficou com casal participante e a outra se encontra no
prontuario do paciente junto ao Servico de Aconselhamento Genético (SAG).

Os casais participantes do grupo controle foram informados dos objetivos do

projeto e quando aceitavam participar do mesmo assinavam o Termo de Consentimento Livre
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e Esclarecido em duas vias (Anexo 3). Uma via ficou com casal participante e a outra se

encontra junto ao SAG.

4.3 Analise da SWBinv-1

Para triagem da presenca ou auséncia da inversdo da regido critica da SWB em

pais de criancas com SWB e pais de criangcas normais, foi realizada a técnica da FISH em

esfregaco de sangue para a obtencdo de células interfasicas, metodologia inovadora de

triagem para a SWBinv-1, desenvolvido especialmente para este projeto.

4.3.1 Sequéncia na preparacdo da lamina de extensdo sanguinea (esfregaco de sangue),

técnica Leishman.

a.
b.
C.

o

f.

Lavar as laminas com sabdo liquido (pH neutro), para retirar o 6leo da superficie.
Fazer a assepsia do dedo indicador com algodéo e alcool;
Lancetar o dedo utilizando uma microlanceta (Gentle Draw);
Colocar a gota de sangue na extremidade de uma lamina histologica previamente
limpa;
Utilizando-se de outra lamina histoldgica, fazer corretamente o esfregaco deixando
uma pelicula de sangue sobre a [amina;
e Segurar a lamina, contendo a gota de sangue, com os dedos polegar e indicador da
mé&o esquerda;
¢ Inclinar outra lamina histoldgica a 45° segurando com os dedos polegar e
indicador, da mao direita. Levar a lamina inclinada até o inicio da gota de sangue;
+ Quando a ldmina toca na gota, o sangue escorre pela sua borda. Ai deve-se fazer
voltar a Idmina inclinada para tras, formando-se entdo a pelicula de sangue.

Deixar secar ao ar, durante 48 horas;

4. 4 Sequéncia pré-FISH

a) Retirar o excesso de citoplasma e material sanguineo (plaquetas e eritrocitos) das

laminas deve-se lavar com uma solu¢do metanol 3: 1 &cido acético durante 14

minutos. Depois secar ao ar.

b) Desidratar o material biologico para uma maior eficiéncia da sonda (SWBinv-1

LIVE®)
e 5 minutosem HCI 0,1N a 37 °C
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¢ 1 minuto em 4gua destilada

¢ 2 minutos em 2XSSC

e 4 minutos no enxague 1 a 72°C
Série de alcoois

e (2x) Alcool a 70% por 1 minuto

« Alcool a 85% por 1 minuto

« Alcool a 90% por 1 minuto

« Alcool a 100% por 1 minuto

4.5 Hibridizacao in situ por Fluorescéncia FISH

No Laboratério de Citogenética do SAG as laminas preparadas foram tratadas
conforme o protocolo do fabricante das sondas. Neste estudo foi utilizada a sonda de fuséo
simples SWBinv-1 da LIVE® como a primeira opcdo para a identificacdo da inversdo SWB.
Esta sonda é composta por dois fluorocromos que se ligam as sequéncias RP11845K6
(vermelho) na regido préxima as LCRs perto do centrdmero e a RP11-614D7 (cor verde) fora

da regido critica da SWB proxima ao LCR telomérico (Figura 5).

Duplicon Duplicon
RP11-E45KE RP11-61407

Figura 5: Esquema e interpretacdo da fluorescéncia da sonda de fusdo simples
LIVE® SWBIinv-1. A inversdo produz que os dois sinais fiquem mais perto, apreciando-se

como fusionadas ou adjacentes de cor amarela.
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4.6 Anélise Citogenética Molecular

Uma vez que a sonda utilizada liga-se especificamente a regido 7911.23, o
diagndstico positivo é interpretado pela presenca de dois tipos diferentes de sinal fluorescente,
uma juncdo de cor verde-amarela indicando a inversdo na regido e dois sinais separados,
presentes no cromossomo normal.

As analises da técnica da FISH foram realizadas no microscopio motorizado
Olympus BX61-DP73. Para cada individuo, foram analisados cerca de 40 nucleos interfasicos
e pelo menos 30 deles foram fotografadas, tanto para o diagnostico positivo (SWBIinv-1) ou
negativo (sem a inversdo). Para a comprovacdo da inversdo observada na triagem em células
interfasicas, foi realizada cultura temporéaria de linfocitos do genitor positivo. Neste passo foi
utilizada uma segunda sonda da SWBinv-1 Lexel (alternativa 1). Esta sonda se liga na
sequéncia RP11-359E24 (verde) na regido proxima ao LCRs perto do centrdmero fora da
regido critica da SWB e a RP4-665P5 (vermelha) dentro da regido critica da SWB préxima a
LCR telomérica (Figura 6).

Duplicon Duplicon

= —

e = = . 215Mb = = -

TEL

Figura 6: Esquema sonda de fuséo simples: alternativa 1 LIVE® SWBinv-1. A
inversdo produz que os dois sinais fiqguem mais perto, apreciando-se como fusionadas ou

adjacentes de cor amarela.
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4.7 Cultura temporaria de linfécitos de sangue periférico

As culturas de linfécitos de sangue periférico foram desenvolvidas segundo a
técnica proposta por MOORHEAD et al. (1960) modificada.

4.8 Andlise Estatistica

O tratamento estatistico dos resultados dos dois grupos foi efetuado utilizando-se
o Statistical Pack for the Social Sciences — SPSS.19 IBM.
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5. RESULTADOS
5.1 Analises de células interfasicas

5.1.1 Grupo amostral

Foram coletadas amostras de 112 casais (224 individuos), dos quais 53 casais
(106 individuos) foram analisados. Como nem todos os casos, pai e mae tiveram resultados,
este numero foi reduzido a 38 casais (76 individuos). Alguns destes individuos foram
excluidos (30 individuos inconclusivos) por ndo superar o corte minimo de 30 nucleos
interfasicos necessarios para serem considerados confiaveis, por apresentar nucleos amorfos,
ou porque o esfregaco de sangue ndo respondeu aos experimentos (FISH); 59 casais (118
individuos) ndo foram analisados. Alem disso 12 casais (24 individuos), os quais tinham
resultados ndo compareceram a coleta da segunda etapa da pesquisa (cultura de linfocitos),
sendo 7 individuos normais, 14 individuos NOR/INV e 3 com aparente SWBinv-1, tudo isto
para a primeira etapa da pesquisa, com estes dados o grupo amostral ficou com um total de 26
casais analisados. As amostras foram coletadas nos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul,
Rio de Janeiro, Brasilia DF, Minas Gerais, Pernambuco, Ceara, Parand e Amazonas.

Dos 52 individuos, 27 individuos (52%) apresentaram exame de triagem negativo
(Normal), ou seja, nos dois cromossomos 7 sinais verde e vermelho separados (figura 7, A e
B); 16 individuos (30,7%) apresentaram dois tipos diferentes de diagnostico (NOR/INV) ou
seja, células com SWBinv-1 (um cromossomo 7 com sinais sobrepostas de cor amarelado e
um cromossomo 7 com sinais separados verde-vermelha) e sem SWBinv-1(sinais separados
nos dois cromossomos); 9 individuos (17,3%) apresentaram exame de triagem positivo
(SWBIinv-1), ou seja, um cromossomo 7 com sinais sobrepostos e um cromossomo 7 com
sinais separados (Figura 7, C e D) (ver tabela 3).

Tabela 3. Dados grupo amostral

CS002H 31 0 31 31 NORMAL
csooz2m 32 0 32 32 NORMAL
csoo7mMm 22 9 31 31 NOR/INV
CS007H 4 32 36 36 INV

CSO08H 39 0 39 39 NORMAL
csoosm 24 15 39 39 NOR/INV
CS009H 21 29 50 50 INV




CS009M 20 20 40 40 NOR/INV
csoiom 24 23 45 45 NOR/INV
CS010H 1 30 31 31 INV

CSO11H 32 40 72 72 INV

Cs011M 26 21 47 47 NOR/INV
CS012H 15 15 30 30 NOR/INV
csoizm 7 32 39 39 INV

CS018H 39 0 39 39 NORMAL
Cs018M 7 38 45 45 INV

CS019H 46 0 46 46 NORMAL
Cs019M 36 1 37 37 NORMAL
CS026H 12 20 32 32 INV

Cs026M 33 15 48 48 NOR/INV
CS027H 25 28 53 53 NOR/INV
Cs027M 19 12 31 31 NOR/INV
CS030H 24 9 33 33 NOR/INV
Ccso30M 41 0 41 41 NORMAL
CS031H 27 4 31 31 NORMAL
Cs031M 3 39 42 70 INV

Cs033mM 22 8 30 30 NOR/INV
CS033H 30 0 30 30 NORMAL
CS034H 24 6 30 30 NORMAL
Cs034M 36 3 39 39 NORMAL
CSO037H 25 0 20 45 NORMAL
CS037M 35 13 48 48 NORMAL
CS040H 29 5 34 34 NORMAL
Cso04a0mM 29 2 31 31 NORMAL
CS047H 43 3 43 43 NORMAL
Cs047M 58 4 62 62 NORMAL
CS048H 15 15 30 30 NOR/INV
Cs048M 26 15 41 41 NOR/INV
Cs053M 41 9 50 50 NORMAL
CSO53H 54 6 60 60 NORMAL
CS054H 30 3 33 33 NORMAL
Cs054M 41 35 76 76 NOR/INV
CS055M 76 15 91 91 NORMAL
CSO55H 58 11 69 69 NORMAL
CS056H 31 2 33 33 NORMAL
Cs056M 84 13 97 97 NORMAL
CS059M 29 21 50 50 NOR/INV
CS059H 13 30 43 43 INV

Cs061M 41 7 48 48 NORMAL
CS061H 30 11 41 41 NORMAL

25
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CS064 H 37 7 44 44 NORMAL

Cs064M 32 8 40 40 NORMAL

Como indicado na tabela 3 os individuos que apresentaram a SWBinv-1 (9
individuos) e aqueles com dois tipos diferentes de diagnéstico - NOR/INV (15 individuos)
somam um total de 24 individuos, os quais 10 sdo homens (44,67%) e 14 s&o mulheres
(58,33%).

RPLL1-845KG RP11-614D7

- 2Z5Mb -

-

Figura 7. Deteccdo da inversdo polimorfica em familias com filhos SWB pela

FISH em ndcleos interfasicos. A, B) Nucleos interfasico de individuos do grupo amostral que
ndo apresentam a inversdo (CS002H, CS003M). C, D) A inversao esta presente num dos dois
cromossomos 7 do individuo (CS0012M, CS049H). A sequéncia da sonda ao longo do
cromossomo 7 esta acima. (0s sinais negros representam os duplicons). Os sinais superpostos

indicam a inversdo da regido. Em quanto os sinais separadas marcam 0 cromossomo normal.

5.1.2 Grupo Controle
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Foram coletadas amostras de 69 casais (138 individuos) dos quais 40 individuos
foram analisados. Dentre estes, 34 individuos (85%%) apresentaram exame de triagem
negativo (Normal); 5 individuos (12,5%) apresentaram dois tipos de diagnostico (NOR/INV),
1 individuo (2,5%) apresentou a SWBinv-1. Somando os individuos que apresentaram
diagnostico NOR/INV (5 individuos) e SWBIinv-1 (1 individuos), 3 sdo mulheres (50%) e 3
sdo homens (50%). Ver Tabela 4.

Tabela 4. Dados grupo controle

C001-H 50 0 50 50 NORMAL
C001-M 33 18 51 51 NOR/INV
C002-H 50 0 50 50 NORMAL
C002- M 50 0 50 50 NORMAL
C003- H 50 0 50 50 NORMAL
C003- M 50 0 50 50 NORMAL
C004- H 50 0 50 50 NORMAL
C004- M 36 17 53 53 NOR/INV
C005- H 50 0 50 50 NORMAL
C005- M 50 0 50 50 NORMAL
C006- H 50 0 50 50 NORMAL
C006- M 50 0 50 50 NORMAL
C007-H 39 15 54 54 NOR/INV
C007-M 50 0 50 50 NORMAL
C008- H 50 0 50 50 NORMAL
C008- M 50 0 50 50 NORMAL
C009-H 36 13 49 49 NOR/INV
C009-M 50 0 50 50 NORMAL
C010-H 50 0 50 50 NORMAL
C010- M 50 0 50 50 NORMAL
C011-H 50 0 50 50 NORMAL
C011-M 50 0 50 50 NORMAL
C012-H 50 0 50 50 NORMAL
C012-M 42 15 57 57 NOR/INV
C013-H 50 0 50 50 NORMAL
C013-M 50 0 50 50 NORMAL
C014-H 14 9 23 23 NORMAL
C014-M 25 8 33 33 NORMAL
C015-H 39 0 39 39 NORMAL
C015-M 19 34 33 33 INV

C035-H 41 16 57 57 NORMAL
C035-M 25 12 37 37 NORMAL
C038-H 47 14 61 61 NORMAL
C038-M 66 15 81 81 NORMAL
C039-H 39 24 63 63 NORMAL
C039-M 50 12 62 62 NORMAL
C040-H 40 23 63 63 NORMAL
C040- M 39 13 52 52 NORMAL
C041-H 48 17 65 65 NORMAL
c041- M 51 13 64 64 NORMAL

5.2 Tratamento pré-FISH
Os ndcleos apdés o pré-tramento (Figura 8) mostraram um didmetro maior e

diminuiu o risco de falsos positivos no diagnéstico da SWBinv-1(sobreposicéo de sinais, por
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proximidade das regides marcadas pela sonda). Este procedimento foi realizado no material

biol6gico dos dois grupos.

10 um

Figura 8. Comparacdo de tamanho dos nlcleos numa escala 10um. A) nucleo

interfasico apds o tratamento pré-FISH. B) nicleo interfasico sem tratamento pré-FISH.

5.3. Cultura temporaria de linfécitos de sangue periférico

5.3.1 Grupo Amostral

Foram realisadas 32 culturas de linfdcitos de 16 casais, dos quais, 24 individuos
sdo normais e 8 individuos apresentaram mosaicismo (ver tabela 5). O diagndstico dado para
os individuos mosaicos foi baseado no estudo de Hook (1977), onde esta estipulada a

exclusdo de mosaicismo em N ndcleos analisados, com 90%, 95% e 99% niveis de confianca.

Tabela 5. Dados comparativos dos resultados esfregaco x cultura de linfocito,

grupo amostral.
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culturas de linfocitos e 0 numero de células mosaisco esperado para cada caso. Ver figura 9
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Na tabela 6 se compara a porcentagem de mosaicismo encontrado nos analises das

Tabela 6. Numero de ndcleos mosaicos esperados segundo Hook (1977).

RESULTADOS CULTURA DE LINFOCITOS HOKK (1977) |

CoD SEPARADO JUNTO TOTAL % N  NUM DE CELULAS MOSAICO %
CS009H 26 25 41 60,9 41 4,5 11
CS010H 20 23 43 53,4 43 4,73 11
CS018H 32 9 41 21,9 41 4,5 11
CS026H 16 26 42 61 42 4,5 11
CS031M 34 12 46 26 46 4,6 10
CS048M 26 15 41 36,5 41 4,5 11
CS054M 36 10 43 23,2 43 4,73 11
CS059M 30 10 40 25 40 4,4 11

Figura 9. Mosaico cromossdmico do individuo CS048 M. A) Metéafase e ndcleos

em interfase mostrando a SWBinv-1 em um dos cromossomos 7 junto com 0 esquema de

interpretagdo da sonda de fusdo simples LIVE® SWBIinv-1. B) Nucleos em interfase

mostrando os dois cromossomos 7 normais. C) Nucleos em interfase onde um dos

cromossomos 7 apresenta a SWBinv-1.



31

5.3.2 Grupo controle
Foram realisadas 6 culturas de linfdcitos de 3 casais, dos quais, 0s 6 individuos séo
negativos para a SWBinv-1; (ver tabela 7).

Os resultados do grupo amostral e controle desde o inicio da pesquisa até o final estdo

resumidos no fluxograma da figura 10.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Vaérios tipos de tecidos humanos podem ser usados para preparagdo dos
cromossomos e posterior analises do cariotipo. A escolha do tecido depende do tipo de
paciente (pré ou pds-natal), do propdsito do diagndstico (constitucional ou adquirido) e da
indicacdo clinica. A cultura de células é a técnica base na citogenética classica e desde sua
descoberta por Hsu, (1952) deu grandes avanc¢os na identificacdo de sindromes humanas.

A maioria dos tecidos utilizados para o diagnostico citogenético ndo possui um
namero significativo de mitoses espontaneas, sendo quase sempre necessaria uma cultura
de células para a preparacdo dos cromossomos. O conceito basico da cultura de tecidos
tem permanecido inalterado durante anos. Entretanto, algumas variagdes nas condi¢cfes
das culturas e no meio apropriado para cada uma delas tem sido adotadas para uma maior
e mais répida proliferacdo celular, bem como para obtengdo de maior quantidade de
celulas mitéticas e melhor resolugdo dos cromossomos (MALUF et al., 2011).

O polimorfismo SWBinv-1 tem sido identificado em nucleos metafasicos obtidos
de cultura de linfocitos de sangue periférico, e subsequentemente, realizadas analises pela
FISH para observar a inversdo da regido. Nés desenvolvemos uma nova estratégia para
identificar a inversdo da regido critica 7911.23 em pais com filhos SWB, onde o custo
beneficio trds melhores vantagens. Esta técnica baseia-se na obtencdo de nuicleos
interfasicos a partir de esfregacos de sangue. Para a obtencdo de nucleos em metéfases
mediante a cultura de linfocitos € necessario um periodo minimo de 48 a 72 horas para
que as células em suspensdo se multiplicarem; no esfregaco a multiplicacdo celular ndo é
necessaria, pois 0 numero de nucleos num campo 6ptico 10x € maior que 40 unidades.
Este numero varia de acordo a qualidade do esfregaco, ou seja, quanto mais grosso mais
nucleos ficaram fixados, mas nem sempre garante bons resultados, umas das estratégias
selecionadas no método, foram, esfregacos denominados médios ou intermediarios, assim,
se mantétm um numero elevado de ndcleos e a susceptibilidade aos processos
experimentais.

Por outro lado, existe a possibilidade de ter sobreposi¢cdo de sinais, ja que, na
intérfase, a cromatina mostra-se como um emaranhado de filamentos longos e finos, que
podem se dobrar e consequentemente ficar um sinal mais perto do outro, levando ao falso
positivo. Este foi visto em 30 individuos no grupo amostral durante a primeira etapa da
pesquisa, e 5 individuos no grupo controle. Para confirmar os resultados da primeira
triagem foram realisadas cultura de linfdcitos destes individuos, lembrando que também
foi feito cultura de linfocitos de seus correspondentes parceiros, para comparar 0s dados.
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Das 32 culturas realizadas no grupo amostral para confirmar os dados iniciais, dos
15 individuos que apresentaram NOR/INV, s6 2 individuos (13,33%) confirmaram os
achados nos esfregacos de sangue periférico e 13/15 individuos (86,67%) foram normais;
enquanto aos 9 individuos que apresentaram SWBIinv-1, 5 individuos foram mosaicos
(55,55%) e 4 individuos (44,45%) foram normais; por ultimo, 8/8 individuos (100%)
normais confirmaram os resultados inicias. Estes resultados sugerem que sdo necessarios
mais testes para aumentar a exactitude dos achados.

Enquanto ao grupo controle, das 6 culturas realizadas para confirmar os achados
iniciais, 6/6 individuos (100%) que apresentaram NOR/INV nos esfregacos de sangue
periférico, foram normais.

Outras consideracdes devem ser estimadas nas analises dos sinais nos esfregacos.
Os nucleos analisados preferivelmente devem ser arredondados. Nucleos com uma
morfologia disforme podem ser analisados de forma erronea (falsos negativos) e interferir
no diagnostico do individuo (anexo 4). Os cromossomos que estdo localizados nas bordas
dos nucleos podem estar dobrados o que poderia juntar ou separar 0s sinais, quando
apresentado este tipo de nucleos, é necessario aumentar o nimero de nucleos interfasicos
contados. Por tal motivo é recomendavel analisar cromossomos com uma disposicdo mais

centralizada.
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8. ANEXO 1

Aprovacéo pelo Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de Medicina, UNESP-Botucatu.

Universidade Estadual Paulista -
U
Uﬂeﬂp Faculdade de Medicina de Botucatu 7~ >

Distrito Rubilo Junior, w/n® - Botucaty - § P e o

CEP 18618470
FonefFax (Oxx14) 38116143 Regiairada ho Minstério da Sadde
o-mall secretaria copeliup@imb unesp be ’ e "n':. mm‘:m;’m

e-mail coordenadonia

Botucatu, 02 de julho de 2012 329/2012-CEP

Ilustrissimo Senhor

Prof. Dr., Danilo Moretti Ferreira
Departamento de Genética do
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Prezado Dr. Danilo,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 4267-2012) "Estimativa da frequéncia da inversdo
SWBinv-1 entre pais de portadores da sindrome de Willams-Beuren e pais
de filhos normais do estado de Sdo Paulo”, a ser conduzido por Juan Diego
Loaiza Medina, orientado por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer
favordvel, aprovado em reunido de 02/07/2012,

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdo do Projeto o *Relatdrio Final de Atividades”.

Atenciosamen

Alberto Santos CopelluTu
Secretdrio do CEP
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
-GRUPO AMOSTRAL-

Projeto de Pesquisa:
Estimativa da frequéncia da inversdo SWBinv-1 entre pais de portadores da sindrome de Williams-

Beuren e pais de filhos normais do Estado de Sdo Paulo

Nos estamos convidando vocés, o casal, a participarem do projeto de pesquisa citado a cima do Servico de
Aconselhamento Genético (SAG) — UNESP - Botucatu cujo responsavel é o pos-graduando Juan Diego Loaiza
Medina, orientado pelo Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira e gostariamos que vocés soubessem que:
s Vocés estdo sendo convidados a participar deste projeto porque tem um filho(a) que foi diagnosticado com
sindrome de Williams-Beuren pelo SAG.
= Participar deste projeto € uma opg¢do de vocés, podendo decidir participar ou ndo; Caso vocés decidirem néo
participar ou desistirem de participar a qualquer momento vocés, ou o seu filho(a), ndo perderdo nenhum
beneficio ou tratamento que estiverem fazendo nesta institui¢&o.
s A qualquer momento vocés terdo a liberdade de buscar junto aos responsaveis pelo projeto, esclarecimentos
de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia de trabalho.
s Suas participagdes nesta pesquisa é total e completamente isenta de qualquer dnus financeiro. Caso vocés
venham a ter qualquer despesa decorrente de sua participacdo nesta pesquisa, sera imediatamente ressarcido,
mediante a devolucédo dos valores despendidos.
s Voceé receberd uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
s O presente trabalho tem por objetivo estimar a frequéncia dos rearranjos gendmicas (inversfes) da regido
7911.23 em pais com filhos com a Sindrome de Williams-Beuren em comparagdo com um grupo controle na
populacdo paulista.
= Através de andlise por FISH de células interfasicas (que ndo estdo em divisdo) poderemos verificar se vocés
possuem esta inversdo.
s As células interfasicas sdo obtidas com uma gota de sangue.
s Caso vocés decidirem participar gostariamos de informar-lhes que:
a) Iremos coletar uma gota de sangue de cada um dos genitores e faremos um esfregaco de sangue em uma
I[amina de microscopia.
b) A coleta da gota de sangue pode causar algum desconforto fisico.
c) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua familia.
d) Vocés estardo colaborando para aumentar o nosso conhecimento sobre a origem da delegdo na sindrome
de Williams-Beuren.
e) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.
f) Caso um de vocés seja portador da inversao, iremos explicar detalhadamente o seu significado em uma

consulta denominada de Aconselhamento Genético.
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g) Caso vocés tenham outros filhos, que ndo o portador da sindrome de Williams-Beuren, poderemos
realizar o Aconselhamento Genético a eles, caso sejam adultos (maiores de 18), ou quando vierem a ser. O
Aconselhamento Genético é um procedimento que o individuo tem de manifestar o desejo de realizar, por
isso, é realizado somente com individuos adultos.

h) Assim que existam resultados desta pesquisa, estes serdo apresentados a vocés pelos responsaveis.

i) Os resultados deveréo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os profissionais da salde
gue tenham interesse nesta area.

j) Sempre que ocorrerem publica¢des cientificas, a sua identidade, de seu filho ou sua

familia ser4 mantida em absoluto sigilo.

I) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo sendo permitido
0 acesso aos dados por terceiros.

j) Todos os resultados dos exames de FISH estardo disponiveis no prontuario do portador da sindrome, seu
filho(a), no Servigo de Aconselhamento Genético.

I) Os pesquisadores se responsabilizam por reparar danos eventuais associados e/ou decorrentes da

pesquisa, sejam eles imediatos ou tardios, inclusive no que diz respeito as indenizagdes.

Eu, RG n°®: e

Eu, RG n°:

Concordamos em participar do projeto de pesquisa “Estimativa da frequéncia da inversio SWBinv-1
entre pais de portadores da sindrome de Williams-Beuren e pais de filhos normais do Estado de S&o
Paulo. Declaramos haver recebido as devidas explicacBes sobre o referido projeto, estamos cientes sobre

os itens acima mencionados e nossa participacao é voluntaria por opgéo propria.

assinaturas: e

Data:
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
-GRUPO CONTROLE-

Projeto de Pesquisa:
Estimativa da frequéncia da inversdo SWBinv-1 entre pais de portadores da sindrome de Williams-

Beuren e pais de filhos normais do Estado de S&o Paulo

Nos estamos convidando vocés, o casal, a participarem do projeto de pesquisa citado a cima do Servi¢o de
Aconselhamento Genético (SAG) — UNESP - Botucatu cujo responsavel é o pos-graduando Juan Diego Loaiza
Medina, orientado pelo Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira e gostariamos que vocés soubessem que:
» Voces estdo sendo convidados a participar deste projeto porque tem um ou mais filho(a)(s) que NAO
TEM a sindrome de Willians-Beuren
s Participar deste projeto é uma opcéao de vocés, podendo decidir participar ou ndo; - Caso vocés decidirem ndo
participar ou desistirem de participar a qualquer momento vocés, ou o seu filho(a), ndo perderdo nenhum
beneficio ou tratamento que estiverem fazendo nesta institui¢&o.
= A qualquer momento vocés terdo a liberdade de buscar junto aos responsaveis pelo projeto, esclarecimentos
de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia de trabalho.
s Suas participagdes nesta pesquisa é total e completamente isenta de qualquer dnus financeiro. Caso vocés
venham a ter qualquer despesa decorrente de sua participacdo nesta pesquisa, sera imediatamente ressarcido,
mediante a devolucédo dos valores despendidos.
= Vocé receberd uma cOpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
= O presente trabalho tem por objetivo estimar a frequéncia dos rearranjos genémicas (inversfes) da regido
7911.23 em pais com filhos com a Sindrome de Willians-Beuren em comparagdo com um grupo controle na
populacédo paulista.
s Através de analise por FISH de células interfasicas (que ndo estdo em divisdo) poderemos verificar se vocés
possuem esta inversdo.
= As células interfasicas sdo obtidas com uma gota de sangue.
= Caso vocés decidirem participar gostariamos de informar-lhes que:
a) Iremos coletar uma gota de sangue de cada um dos genitores e faremos um esfregaco de sangue em uma
Idmina de microscopia.
b) A coleta da gota de sangue pode causar algum desconforto fisico.
c) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua familia.
d) Vocés estardo colaborando para aumentar 0 nosso conhecimento sobre a origem da delecdo na sindrome
de Willians-Beuren.
e) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.
f) Caso um de vocés seja portador da inversdo, iremos explicar detalhadamente o seu significado em uma

consulta denominada de Aconselhamento Genético.
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g) Caso vocés tenham outros filhos, que ndo o portador da sindrome de Willians-Beuren, poderemos
realizar o Aconselhamento Genético a eles, caso sejam adultos (maiores de 18), ou quando vierem a ser. O
Aconselhamento Genético é um procedimento que o individuo tem de manifestar o desejo de realizar, por
isso, é realizado somente com individuos adultos.

h) Assim que existam resultados desta pesquisa, estes serdo apresentados a vocés pelos responsaveis.

i) Os resultados deveréo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os profissionais da satde
gue tenham interesse nesta area.

j) Sempre que ocorrerem publicagdes cientificas, a sua identidade, de seu filho ou sua

familia ser4 mantida em absoluto sigilo.

I) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo sendo permitido
0 acesso aos dados por terceiros.

j) Todos os resultados dos exames de FISH estardo disponiveis no prontuario do portador da sindrome, seu
filho(a), no Servigo de Aconselhamento Genético.

I) Os pesquisadores se responsabilizam por reparar danos eventuais associados e/ou decorrentes da

pesquisa, sejam eles imediatos ou tardios, inclusive no que diz respeito as indenizagoes.

Eu, RG
ne: e

Eu, RG
ne:

Concordamos em participar do projeto de pesquisa “Estimativa da frequéncia da inversio SWBinv-1

entre pais de portadores da sindrome de Williams-Beuren e pais de filhos normais do Estado de Sao

Paulo. Declaramos haver recebido as devidas explicacBes sobre o referido projeto, estamos cientes sobre

0s itens acima mencionados e nossa participacao é voluntaria por opgéo propria.

assinaturas: E

Data:




