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RESUMO 

 
A Telangiectasia Hemorrágica Hereditária (THH) é uma desordem autossômica 

dominante caracterizada por epistaxe recorrente, telangiectases mucocutânea, 

hemorragia gastrointestinal, e malformação arteriovenosa pulmonar (PAVM), cerebral e 

hepática. 

A prevalência da doença é de 1/5000 e a mortalidade relatada da doença entre 

pacientes jovens quando comparado com aqueles com mais de 60 anos é de 36%. 

Dois genes da superfamília de receptores para TGF- têm sido relacionados com 

THH, o gene da endoglina e o gene da activina (activin receptor-like-kinase). Estes 

genes são altamente expressos em células endoteliais e outros tecidos altamente 

vascularizados como pulmão e placenta. 

Mutações no gene da endoglina causam a THH tipo 1 que é caracterizada pela 

alta incidência de malformação arteriovenosa pulmonar sintomática (PAVMs). Mutações 

no gene da activina levam a THH tipo 2 caracterizada por epistaxe recorrente e 

malformação arteriovenosa gastrointestinal. 

Foi objetivo deste trabalho realizar uma triagem de mutações na região 

codificadora dos genes ALK-1 e endoglina em doze pacientes portadores de THH 

atendidos no Hemocentro da Unicamp. A abordagem metodológica incluiu a 

amplificação dos exóns dos genes da activina e endoglina seguida pela técnica de 

PCR/CSGE, clonagem e sequenciamento. Dos doze pacientes estudados, sete 

apresentaram alguma alteração molecular, destes três pacientes apresentaram uma 

deleção de um nucleotídeo T na posição 913 no exon 7, um paciente apresentou uma 

inserção de um nucleotídeo G na posição 204-205 no exon 3 e três pacientes 

apresentavam uma mutação misense nos exons 7 e 8 na posição 976 e 1204 

respectivamente. 

Nossos resultados mostraram que a THH tipo 1 e tipo 2 são raras no Brasil e 

todas as mutações citadas na tabela IV e Figura 10 são novas, somente a mutação 

ocorrida no exon 8 foi previamente descrita na literatura. 
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ABSTRACT 

 

Background: Hereditary hemorrhagic telangiectasia in humans, also known as 

HHT or Osler-Rendu-Weber syndrome, is an autosomal dominant vascular disorder 

characterizes by recurrent epistaxis, mucocutaneous telangiectases, gastrointestinal, 

pulmonary, cerebral and hepatic arteriovenous malformations (HAVM). The prevalence 

of the illness is of 1/5000 and the reported mortality of the illness among young patients 

when compared with those with more than 60 years is 36%. Two genes of the receptors 

superfamily for TGF- have been related with THH, the gene of the endoglin (ENG) in 

the chromosome 9q33-34 and the gene of the activin (receptor-like-kinase 1 ALK-1), in 

the chromosome 12q11q14. These genes are highly express in endothelial cells and 

other tissue highly vascularized as lung and placenta. Mutations in the gene of the 

endoglin cause the HHT type 1 which is characterized by the high incidence of 

symptomatic pulmonary arteriovenous malformation (PAVM). Mutations in the activin 

gene cause HHT were described among patients in whom the linking with HHT in the 

chromosome 9q33 or mutation in the endoglin gene was excluded. It was the objective 

of this work to carry through a selection of mutations in the coding region of gene ALK-1 

and endoglin in 12 patients carrying HHT whose are treated in the Blood Center at 

Unicamp.  

Methods: Twelve patients were analyzed. Diagnosis of HHT was carried out by 

means of clinical history of recurrent bleeding, heredity studies, and the presence of 

multiple telangiectases lesions. PCR products with consistent abnormal migration 

patterns were cloned into the SureCloneTM ligation kit vector system and sequenced 

using the DYEnamic TM ET dye terminator cycle sequencing Kit, and analyzed by the 

MegaBace 1000 DNA automated analyzer. A panel of 252 chromosomes from unrelated 

individuals without the disease was used to evaluate the frequency of each mutation in 

the general population. 

Results: In six patients three novel mutations were identified in the coding 

sequence of the ALK-1 gene in their families, which demonstrated clinical manifestations 

of HHT type 2. These mutations included an insertion a deletion of single base pairs in 
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éxons 3 (c.204-205insG) and 7 (c.913del T), as well as missense mutations in éxons 7 

(c.976A>G) and 8 (c.1204G>A) of the ALK-1 gene. The mutations identified in éxons 7 

and 8 affect the kinase domain and the mutation identified in éxon 3 affect the 

extracellular domain. These data indicate that loss-of-function mutations in a single 

allele of the ALK1 locus are sufficient to contribute to defects in maintaining endothelial 

integrity. 

Conclusion: We suggest the high rate of mutation detection and the small size of 

the ALK-1 gene make genomic sequencing a viable diagnostic test for HHT2. This was 

the only research about this subject made in Brazil so far. 
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Telangiectasia Hemorragica Hereditária 

1.1. Histórico 

A Telangiectasia Hemorrágica Hereditária (THH), ou Síndrome de Osler-Rendu-

Weber (ORW) foi descrita primeiramente pelo medico inglês Henry Gawen Sutton em 

1864 como uma alteração que se desenvolve com a epistaxe e degeneração do 

sistema vascular. Em 1865, Benjamin Guy Babington descreveu o caso de um paciente 

com epistaxe hereditária, sendo esta doença discutida mais tarde por Jonh Wickham 

Legg (1876) e por Chiari (1887) que observaram a ocorrência familiar da doença, mas 

não foram capazes de distingui-la da hemofilia (Sadik et al 2006). Em 1896 Henri Rendu 

reconheceu, pela primeira vez, a combinação de epistaxe hereditária e telangiectasia 

como uma condição diferente da hemofilia. Ele fez uma descrição detalhada de um 

paciente com epistaxe recorrente e registrou a presença de múltiplas pintas 

hemangiomatosas na face, tronco, lábios, língua e palato (Rendu, 1986). 

Contribuições subsequentes para o conhecimento da doença surgiram nos 

trabalhos de William Bart Osler em 1901, o qual, pela primeira vez, descreveu 

completamente a doença enfatizando a natureza familiar através de três casos de 

pacientes, dois deles eram provenientes de uma família onde a epistaxe ocorria em 

sete membros. Em 1907 Frederick Parkes Weber seguiu com a descrição de casos de 

pacientes com múltiplos angiomas associados com hemorragia recorrente, o que levou 

à designação da doença de “Síndrome de Osler-Rendu-Weber”. Em 1909 Hanes criou o 

termo “Telangiectasia Hemorrágica Hereditária”, reconhecida pelas três características 

que definiram a doença: a epistaxe recorrente, telangiectasias e história familiar de 

quadros hemorrágicos (Fuchizaki et al., 2003 (Sadick et al., 2005 Sadik et al., 2006). 
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1.2. Aspectos Epidemiológicos 

A THH ocorre em uma ampla distribuição geográfica entre muitos grupos étnicos 

e raciais. A incidência global da THH na América do Norte foi estimada em 

aproximadamente 1 para cada 10.000 em pessoas nascidas vivas (Plauchu et al 1989; 

Marchuk et al 1998; Kjeldsen et al., 1999), embora este número seja mais elevado em 

algumas regiões, como em Ain, na França, com 1:2.351 (Plauchu & Bideau, 1984), na 

ilha de Funen, na Holanda, com aproximadamente 1:3.500 (Vase & Grove, 1986), nas 

ilhas de Leeward (Caribe), foi de 1:5.155 (Jesserun et al., 1993), na Dinamarca, com 

1:5000 e Japão com 1:8000 (Dakeishi et al., 2002) no estado de Vermont, nos Estados 

Unidos, com 1:16.500 (Guttmacher et al., 1994; Guttmacher, dados não publicados), no 

norte da Inglaterra com 1:39216 (Porteous et al., 1992) e 1:1331 em certas ilhas 

caribenhas nas Antilhas holandesas (Jessurun et al 1993). 

A distribuição da THH é igual para ambos os sexos afetados, sendo que a 

herança de uma única cópia mutante é capaz de transmitir a doença aos seus 

descendentes, apesar da predominância caucasiana, há relatos da doença em todas as 

raças, incluindo asiáticos, árabes e africanos (Kjeldsen et al 2005). 

A mortalidade da doença por complicações é de 10%, sendo a longevidade 

pouco afetada (Peery 1987). Kjeldsen e colaboradores (1999) descreveram um 

aumento na mortalidade entre pacientes THH jovens de 36% quando comparados com 

aqueles com mais de 60 anos (20%). Nos primeiros trabalhos descritos sobre o perfil 

epidemiológico da doença a relação foi de 6:100.000 pessoas o que ainda é aceito e 

citado por muitos autores ate o momento (Kjeldsen et al, 1999). 

http://www.geneclinics.org/servlet/access?id=8888890&key=ohxcoRLIaFnJC&gry=INSERTGRY&fcn=y&fw=A52q&filename=/profiles/hht/#gcID2247
http://www.geneclinics.org/servlet/access?id=8888890&key=ohxcoRLIaFnJC&gry=INSERTGRY&fcn=y&fw=A52q&filename=/profiles/hht/#gcID2259
http://www.geneclinics.org/servlet/access?id=8888890&key=ohxcoRLIaFnJC&gry=INSERTGRY&fcn=y&fw=A52q&filename=/profiles/hht/#gcID2239
http://www.geneclinics.org/servlet/access?id=8888890&key=ohxcoRLIaFnJC&gry=INSERTGRY&fcn=y&fw=A52q&filename=/profiles/hht/#gcID2234
http://www.geneclinics.org/servlet/access?id=8888890&key=ohxcoRLIaFnJC&gry=INSERTGRY&fcn=y&fw=A52q&filename=/profiles/hht/#gcID2249


4 

 

1.3. Manifestações Clínicas 

As manifestações clínicas são secundárias a sangramentos, podendo afetar 

qualquer parte do organismo. Em 90% dos casos a epistaxe recorrente (sangramento 

nasal) é o sintoma mais comum, devido ao fato da mucosa nasal apresentar fragilidade 

capilar e ter maior acesso ao trauma direto e consequentemente ocorrem lesões 

espontâneas das telangiectasias presentes nas mucosas, superfície da língua, lábios, 

face, conjuntiva, orelhas e dedos (Edwards and McVaney, 2005). Cerca de 50% dos 

pacientes apresentam o primeiro episódio por volta dos 10 anos de idade e em 80 a 

90% dos casos até os 30 anos (Byahatti et al 1997). A severidade da epistaxe acontece 

com o avanço da idade, com a gravidez e após a menopausa, devido aos níveis 

flutuantes de estrógeno na mucosa. Outros fatores que influenciam são: puberdade, 

menstruação e uso de anticoncepcionais orais, bem como estresse, álcool e mudança 

de temperatura (Haitjema et al, 1996, Aassar et al., 1991, Guttmacher et al., 1995). 

A doença pode acometer outras regiões do organismo, como olhos, pele, 

pulmões, cérebro, sistema nervoso central, tratos gastrointestinal e geniturinário. O 

otorrinolaringologista é geralmente o primeiro médico a prestar assistência, este 

deve estar apto a realizar o diagnóstico, para que o tratamento seja precocemente 

estabelecido evitando complicações (Plauchu et al 1989, Gluckman et al 1994 

Edwards e McVaney, 2005). 

As telangiectasias que acometem face, extremidades, conjuntiva e tronco, 

raramente levam a sangramento, sendo o tratamento basicamente estético e realizado 

com laser. 
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O comprometimento mucoso-cutâneo inclui telangiectasias maculares de 1 a 3 

mm de diâmetro. A tabela abaixo mostra a ordem e frequência que as lesões ocorrem: 

 

Orgãos mais afetados na THH  Ordem de frequência 

Nariz  68~100% 1. Septo 
2. Corneto inferior 
3. Vestíbulo 
4. Assoalho da fossa 
5. Corneto médio 
6. Mucosa nasal posterior 

Pele ~75% 1. Face (63%) 
2. Mãos e punhos (37%) 
3. Tórax (8%) 
4. Pernas (3%) 
5. Pés (2,7%) 
6. Abdome (2,7%) 
7. Costas (2,4%) 
8. Pescoço (2,4%) 

Cavidade Oral 58~79% 1. Língua 
2. Lábios 
3. Gengiva 
4. Palato 
5. Mucosa jugal 
6. Orofaringe 

Trato gastrointestinal 13~44%  

Pulmão 14~30%  

Olhos 16~35% 1. Retina 
2. Conjuntiva 

Cérebro 5~15%  
 

 

 

1.4. Evolução de telangiectasias cutâneas em THH 

As anormalidades da estrutura vascular na THH foram evidenciadas a partir da 

década de 70 com a utilização de microscopia eletrônica (Jahnke, 1970), mas foi 

somente em 1990 que Braverman e cols obtiveram um cenário mais preciso do 
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surgimento e evolução dessas lesões que são responsáveis pelas manifestações 

clínicas da doença. Analisando as telangiectasias sob microscopia óptica e eletrônica 

em vários estágios de sua evolução, foi observado que o estágio mais precoce da 

formação das telangiectasias iniciam-se com a dilatação das arteríolas e vênulas pós-

capilares na derme com diâmetros de 1~2 mm formando um infiltrado monocitário ao 

seu redor (Fig 1A) os quais contêm na sua estrutura poucas camadas de músculo liso e 

praticamente ausência de fibras elásticas (Fig 1B). Com o desenvolvimento da lesão, 

as vênulas se tornam marcadamente dilatadas e preenchidas de sangue sem nenhuma 

função contrátil para drenar o sangue, fazendo com que a pressão do sangue passe 

para os capilares e arteríolas que também tem deficiência de fibra elástica, promovendo 

assim uma dilatação (Guttmacher et al., 1995; Shovlin,1996; Shovlin, 1997). Desta 

forma, os capilares dilatados perdem sua forma original, transformando-se em fistulas 

arteriovenosas (Fig 1C) (Braverman et al., 1990). A degeneração endotelial, os defeitos 

na função endotelial e a fragilidade do tecido conjuntivo perivascular são fatores que 

contribuem para a formação das telangiectasias (Guttmacher et al., 1995). O mesmo 

mecanismo fisiopatológico de formação das telangiectasias mucocutâneas pode 

explicar a formação de lesões maiores, como fistulas/malformações arteriovenosas 

encontradas no pulmão, no trato gastrointestinal e cérebro de alguns pacientes. O tipo 

de lesão vascular causada pela doença encontrada no cérebro pode variar de 

pequenas telangiectasias a grandes malformações arteriovenosas, passando pela 

formação de aneurismas (Edwards and McVaney, 2005). O surgimento destas lesões 

depende de uma serie de fatores como falta de resistência capilar, a deficiência de 

fibras elásticas, a degeneração das fibras musculares das arteríolas, os defeitos nas 
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junções intercelulares do endotélio e a fragilidade do tecido perivascular que levam ao 

agravamento e prolongamento do sangramento (Harrison, 1982). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Evolução da telangiectasia cutânea.  Na pele normal as arteríolas estão conectadas nas 

vênulas através de múltiplos capilares, os vasos apresentam diâmetro e forma normais, (a ultraestrutura 

de uma vênula poscapilar normal é mostrada no corte transversal no centro, incluindo o lúmen) (L) (1A). 

Num estágio ainda precoce da telangiectasia, uma única vênula torna-se dilatada e esta, está conectada 

com uma arteríola através de um ou mais capilares, há infiltrados linfocíticos perivascular aparente (na 

seta) (1B). Numa telangiectasia bem desenvolvida ocorre uma dilatação importante de vênulas, capilares 

e arteríolas na derme, com presença de infiltrado linfocítico perivascular. Arteríolas dilatadas comunicam 

diretamente com as vênulas sem intervenção capilar, a parede espessa da vênula (mostrada no corte 

transversal) contém várias camadas de célula do músculo liso. Há um aumento de diâmetro das vênulas 

e dos capilares com perda da forma e função (1C) (Adaptado por Harrison, 1982). 

 

 

1.5. Diagnostico 

O diagnóstico da THH baseia-se na presença de pelo menos três das quatro 

principais características clinicas (critérios de Curaçau) além da avaliação clínica do 

1A 1B 1C 
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paciente e história familiar, no entanto essas características não ocorrem na totalidade 

dos casos: 1) epistaxe espontânea recorrente; 2) presença de telangiectasia 

mucocutânea, especialmente na cavidade oral, língua, boca, dedos e nariz; 3) 

Malformações arteriovenosas (AVMs), incluindo pulmonar, cerebral, hepática e 

gastrointestinal; 4) evidência de um padrão de herança autossômica dominante 

(parente de primeiro grau com THH); 5) evidência de acometimento visceral (Plauchu et 

al 1989, Gluckman et al 1994, Kjeldsen et al 1999). Muitos autores estabelecem o 

diagnóstico de THH na presença de pelo menos duas destas manifestações e mais 

algum envolvimento visceral bem documentado. 

Os exames laboratoriais são inespecíficos, pois na maioria dos casos, o tempo 

de coagulação, sangramento, protrombina e a contagem de plaquetas estão dentro da 

faixa de normalidade. A anemia observada nos pacientes com essa doença quase 

sempre é do tipo ferropriva, em consequência dos sangramentos. Os melhores métodos 

de diagnósticos complementares são a angiografia, tomografia computadorizada 

helicoidal de alta resolução, angiografia raios-X e a endoscopia digestiva. Os 

diagnósticos diferenciais dependem dos órgãos mais acometidos pela doença. As 

manifestações clínicas da THH são altamente heterogêneas entre as famílias, bem 

como dentro da mesma família, acredita-se que fatores genéticos e epigenéticos estão 

envolvidos na diversidade clínica da THH (Sabba et al 2005). 

As três características clássicas descritas há mais de um século (epistaxe, 

telangiectasias, ocorrência familiar) ainda permite um diagnostico confiável e 

relativamente simples, baseando-se apenas na historia clinica e exame físico. 
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Para casos duvidosos pode ser útil aplicar os critérios diagnósticos para THH 

estabelecidos pelo comitê cientifico da HHT Foundation Institute em 1999, conhecidos 

como critérios de Curaçau. 

Critérios de Curaçau (1999) 

1. Epistaxe Sangramentos nasais recorrentes 

2. Telangiectasias Múltiplas, em regiões características: 

  Lábios 
 Cavidade oral 
 Dedos 
 Nariz 

3. Lesões Viscerais Tais como: 

  Telangiectasias gastrointestinais 
 MAV’s pulmonares 

  MAV’s do SNC  
4. Historia Familiar Parente de 1º grau com THH de acordo  

com estes critérios 

O Diagnostico de THH é: 
Definitivo 
Possível/Suspeito 
Improvável 

 
Se 3 critérios estão presentes. 
Se 2 critérios estão presentes. 
Se menos de 2 critérios estão presentes 

 

 

1.6. Tratamento 

O tratamento inclui ressecção cirúrgica, ligadura arterial e embolização. O 

objetivo do tratamento é promover o controle da doença o maior tempo possível, com o 

mínimo de intervenções, tentando evitar sequelas (Rebliz et al 1995). Alguns episódios 

de sangramento agudo podem ser controlados por compressão manual, tamponamento 

nasal anterior e/ou posterior, bem como cauterizações. A cauterização, quando utilizada 

repetidas vezes, pode levar à necrose, sinéquias e até mesmo perfuração septal (Pau 

et al 2001). Para sangramentos mais intensos, dispõe-se de embolização e ligadura 
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arterial, que geralmente apresentam bons resultados em curto prazo. Porém, estes 

métodos tornam-se inefetivos a partir do momento em que a circulação colateral se 

reestabelece na mucosa nasal, o que geralmente ocorre, pois a doença apresenta 

caráter persistente. Outras opções de tratamento incluem o uso do ácido 

aminocapróico, terapia estrogênica, fotocoagulação a laser, bem como braquiterapia 

intranasal com irídio 192 (192 Ir) (Rebliz et al 1995). 

A terapia estrogênica leva à metaplasia escamosa do epitélio nasal, o que 

previne traumas locais e sangramentos, entretanto apresenta efeitos colaterais, tais 

como: efeitos feminilizantes em homens e aumento do risco de câncer endometrial na 

pós-menopausa em mulheres (Gluckman and Portugal, 1994). 

A cauterização a laser pode substituir a química, e vem se mostrando efetiva da 

THH moderada, principalmente quando combinada a septodermoplastia (Gluckman et 

al 1994, Pau et al 2001). Em epistaxes severas e crônicas são citados a 

septodermoplastia, a técnica de Young modificada e retalhos cutâneos e miocutâneos. 

A septodermoplastia é considerada padrão ouro de tratamento, quando todas as outras 

formas foram inefetivas. A técnica consiste em remoção da mucosa do septo nasal, 

sendo substituída por um fino enxerto de pele. Esse procedimento promove melhora 

temporária dos sintomas, devido ao reaparecimento de teleangiectasias no próprio 

retalho. O uso de membrana amniótica na cirurgia tem mostrado algum sucesso (Ulso 

et al 1983, Pau et al 2001, Gluckman et al 1994). 
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1.7. Aspectos Genéticos e Moleculares 

A Telangiectasia Hemorrágica Hereditária THH é uma desordem vascular 

multissistêmica, transmitida sob padrão de herança autossômica dominante, por isso, 

os indivíduos afetados são heterozigotos já que a forma homozigota é considerada letal. 

Tanto a THH tipo 1 quanto a tipo 2 são altamente penetrante (<90% por volta dos 40 

anos; 97% por volta dos 60 anos (Plauchu et al, 1989). 

Acredita-se que a THH seja marcada por uma heterogeneidade genética, ou 

seja, genes em loci e cromossomos diferentes expressando o fenótipo da doença em 

diferentes pacientes. Essa hipótese está baseada no estudo genético de diferentes 

famílias com THH, nas quais foram possíveis a identificação de genes distintos 

envolvidos na patogênese da doença. O ponto comum entre esses genes é que todos 

eles parecem codificar a mesma proteína relacionada ao mecanismo de ação do fator 

transformador de crescimento beta (TGF-) que está diretamente evolvido no 

crescimento, reparo, diferenciação e remodelamento dos vasos sanguíneos (Lamouille 

et al, 2002). 

Ate o momento quatro genes diferentes foram identificados como responsáveis 

pela THH (THH tipo 1, THH tipo 2, THH tipo 3 e THH tipo 4), sendo a THH tipo 2 a mais 

frequente. Ambas mutações em genes que codificam proteínas transmembrana 

envolvidas na via de sinalização do fator de crescimento de transformação (TGF-) são 

predominantemente expressas no endotélio vascular (Cole, 2005).  

O gene responsável pelo desenvolvimento da THH tipo 1 (ORW1) é o gene da 

endoglina (ENG) uma glicoproteina de membrana do endotélio vascular de 180 kD 
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mapeado no braço longo do cromossomo 9 (9q33-34) constituído por 15 exons sendo 

que o exon 9 se divide em 9A e 9B (Figura 3). A endoglina é uma proteína auxiliar de 

transmissão de sinais do exterior ao interior das células do complexo TGF-, é expressa 

nas células endoteliais, especialmente nas membranas de arteríolas, vênulas e 

capilares, funcionam como receptor tipo 1 para TGF  (McAllister et al, 1994a). O TGF-

 é uma proteína que controla a proliferação, diferenciação celular e outras funções na 

maioria das células (Lebrin et al 2005). 

O segundo gene responsável pela THH (tipo 2) é o gene da activina (ORW2 ou 

ALK-1) que se encontra no braço curto do cromossomo 12 (12q11-q14) e codifica outro 

receptor para o TGF (receptor tipo II) (Johnson et al, 1995). 

O terceiro gene envolvido na THH (THH3) foi identificada em 2005 por Cole e 

colaboradores através do estudo de análises de ligação de um novo lócus mapeado no 

cromossomo 5q31.3-q32. 

Como os dois primeiros genes (ALK1 e ENG) identificados codificam proteínas 

envolvidas na sinalização da superfamília de TGF-, o gene responsável pela THH3 

também codifica uma proteína envolvida na sinalização Smad/TGF- em conformidade 

com os padrões de expressão de ENG e ALK-1 que são proteínas transmembranas 

predominantemente expresso em células endoteliais vasculares (Marchuk et al, 2003). 

O quarto gene da telangiectasia (THH4) foi recentemente identificada por 

Bayrak-Toydemir e colaboradores (2006) dentro de uma região de 7Mb no cromossomo 

7p14. Esta região foi confirmada pela análise de haplótipos, as características das 

famílias estudadas eram epistaxe recorrente, telangiectasias mucocutâneas, PAVMs e 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Diferencia%C3%A7%C3%A3o_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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CAVMs, sendo que um membro da família do sexo feminino apresentava hipóxia 

sintomática, múltiplas PAVMs tratada com embolização transcateter, sugerindo 

fortemente a presença de uma displasia vascular multisistêmica hereditária. Notaram 

que a freqüência e a severidade da epistaxe nesta família foi menor que aquelas 

tipicamente observadas em outras formas de THH. 

Todos os tipos resultam no desenvolvimento de vasos sanguíneos anormais 

incluindo telangiectasias na mucosa oral, nasal, trato gastrointestinal e malformação 

arteriovenosa visceral (AVMs). Há uma diferença sutil entre os fenótipos THH1 e THH2, 

pacientes THH2 apresentam pouca AVMs pulmonar e o fenótipo THH é mais brando, 

mas carregam um alto risco de desenvolver THH relacionada com hipertensão arterial 

pulmonar (McDonald et al 2000). 

Clinicamente, ambos os tipos THH1 e THH2 são indistinguíveis apesar de alguns 

estudos terem demonstrado uma baixa penetrância do gene ALK-1 (activin receptor-like 

kinase 1) com uma manifestação tardia da THH2, enquanto que em THH1 há uma 

elevada freqüência de malformação arteriovenosa pulmonar (MAVPs) (Berg et al., 1997; 

Oliviere et al., 2002). Além disso, a predominância de THH1 ou THH2 parece estar 

correlacionada com a localização geográfica, enquanto que a THH1 é mais abundante 

na America do Norte, Canadá e na população do norte da Europa (Abdalla et al 2000; 

Oliviere et al 2002; Letteboer et al 2005). A THH2 é predominante nos países do 

mediterrâneo como Itália, França e Espanha (Lastella et al., 2003; Lesca et al., 2004; 

Fernandez et al., 2006). 

 



14 

 

1.8. O gene da activina (ALK-1) 

As activinas (ALK1/ACVRL1 locus activin receptor-like kinase 1) são um grupo de 

receptores transmembrana serina/treonina-quinase que compreende sete membros 

(ALK1-7) pertencentes à superfamília TGF- que são proteínas sinalizadoras (ten Dijke 

et al., 1993).  

A região codificante do gene ALK-1 está dentro de uma região de 9 éxons num 

espaço de 15 kb no DNA genômico (Berg et al 1997). O gene ALK1 é um receptor tipo I 

transmembrana para TGF-, com um domínio extracelular rico em cisteina e um 

domínio intracelular tipo serina/treonina quinase (Figura 2, tabela I). 

 

 

 

 

Figura 2: Representação diagramática do gene ALK-1. (EC - Domínio extracelular; TM – domínio 

transmembrana; CT – domínio citoplasmático). Os éxons são os cilindros verdes (numerados 1-10) para 

a região codificante e as barras entre os exons representam os introns regiões não codificantes. Os 

números nos éxons estão representados em números arábicos. Mais de 100 mutações têm sido descritas 

no gene ALK-1 com predominância de mutações “missense” no domínio kinase intracelular (éxons 7 e 8). 

A tabela das mutações descriminadas encontra-se em anexo (Adaptado por Abdalla and Letarte, 2006). 

 

 

1.9. A Endoglina (ENG) 

A endoglina é uma glicoproteina homodimérica integral de membrana expressa 

em altos níveis em células endoteliais de capilares, arteríolas e vênulas (Gougos & 

TM Domínio 
 extracelular 

CT 
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Letarte, 1990). A endoglina liga-se com alta afinidade ao TGF-1 e TGF-3. Em células 

endoteliais a endoglina é a proteína mais abundante ligada ao TGF- (Cheifetz et al., 

1992). Na presença do ligante TGF-, a endoglina pode associar-se com receptores I e 

II (RI; RII) para iniciar uma resposta capaz de estimular o TGF-. O gene da endoglina 

compreende 14 éxons, no entanto alguns deles são suficientemente pequenos para 

permitir a amplificação da PCR como mostra a figura 3, tabela II. 

 

 
 

 

Figura 3: Representação diagramática do gene ENG. (EC – Domínio extracelular; TM – domínio 

transmembrana; CT – domínio citoplasmático). A região codificante de ENG está dentro de 14 éxons, 

marcados pelos cilindros azuis, no intervalo entre os éxon estão os íntrons. Dos 14 éxons o 1º, 3º, 8º e 9º 

são muito pequenos para permitir amplificação por PCR. As mutações associadas ao THH1 têm sido 

mostradas nos 12 primeiros éxons correspondendo ao domínio extracelular (Adaptado por Abdalla e, 

Letarte, 2006). 

 

 

1.10. Modelo Animal 

A utilização de modelos animais em pesquisas vem sendo realizada desde a 

antigüidade para estudo das mais diversas doenças humanas. Alguns trabalhos têm 

sido desenvolvidos com a utilização de modelos animais para THH (Li et al 1999, 

Bourdeau et al 2001, Srinivasan et al 2003, Torsney et al 2003). 

Em 1999, Li e cols, produziram camundongos deficientes para endoglina e foi 

observado que camundongos heterozigotos Eng+/- apresentam uma sobrevida normal 

TM Domínio extracelular  CT 
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enquanto que camundongo Eng -/- morrem no 11º dia de gestação, além de 

apresentarem ausência de organização vascular, falha no remodelamento endotelial, 

cardíaco e formação de musculatura lisa. Em camundongos deficientes em TGF- a 

vasculogenese não foi afetada mesmo sabendo que a endoglina é essencial para a 

angiogenese sugerindo assim, um mecanismo patogênico para THH1 (Bourdeau et al 

2001). 

Foi observado que animais deficientes de endoglina, TGF-1 e receptor II, 

morrem no 11o dia de gestação mostrando pouco desenvolvimento da musculatura lisa 

vascular e uma interrupção na remodelação endotelial. Camundongos deficientes de 

TGF-1 morrem após o nascimento com doenças inflamatórias severas. Camundongos 

ENG/ALK-1-/- morrem no 10o dia com defeito no desenvolvimento vascular e cardíaco, 

por outro lado camundongo ENG/ALK-1+/- apresenta sinais da doença, como epistaxe 

recorrente e telangiectases (Kulkarni et al., 1993); Li et al., 1999; Srinivasan et al 2003). 

 

1.11. Fator de Crescimento Transformante-beta - TGF- 

O TGF- é uma proteína multifuncional de 25kDa que está envolvida em diversos 

processos biológicos incluindo proliferação celular, adesão, diferenciação 

hematopoiética fatores de crescimento transformantes, activinas e proteínas 

morfogenéticas ossea (BMPs). Vários trabalhos têm demonstrado a importância do 

TGF- na complexa cascata de eventos que leva a formação de vasos sanguíneos. Sua 

sinalização é requerida no primeiro estágio do desenvolvimento vascular, a 

vasculogênese, quando as primeiras redes de capilares primárias são formadas e 
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interconectam. O segundo estágio do desenvolvimento vascular é a angiogenese que 

envolve a remodelação da rede endotelial primária no sistema circulatório primário, 

onde o TGF- modula vários processos em células endoteliais incluindo migração, 

proliferação, adesão, organização e composição da matriz extracelular (Lebrin et al 

2005; Dean et al., 1999; Sabaà et al., 2001, Attisano et al., 1993; Cárcamo et al., 1994; 

Bourdeau et al., 2001; Shovlin, 1996; Mathews, 1994; Miyazono et al., 1994). 

 

1.12. Via de sinalização TGF- 

A sinalização do TGF- é mediado pela família de receptores quinase 

serina/treonina tipo I de 53kDa e tipo II de 75 kDa. A sinalização do TGF- ocorre via 

formação de complexos heteroméricos consistindo de receptores tipo I e II. O TGF- 

liga-se com alta afinidade ao receptor tipo II resultando no recrutamento do receptor tipo 

I (ALK), para formar o complexo receptor-ligante. Sob dimerização, o receptor tipo II 

fosforila o receptor tipo I no cluster de glicina e nos resíduos de serina presentes 

próximos a membrana, conhecidos como domínio GS. Uma interrupção na sinalização 

TGF- implica em várias doenças humanas (Massague, 1998, Itoh et al, 2000). 

Foram descritos três classes de receptores de ligantes TGF-β, os de tipo I (ALK-

1 e 5), os do tipo II (TβRII) e os do tipo III (endoglina e betaglicano) (Lebrin, et al., 

2005). 

Tanto o receptor tipo I como o receptor tipo II contém um domínio serina treonina 

quinase em sua porção intracelular. Os receptores tipo I (ALKs 1 e 5) não podem se 

ligar ao receptor tipo II se este não estiver ativado (Attisano et al., 1992). 
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Um dos caminhos de sinalização é ativado por membros da superfamília TGF-ß 

envolvendo as proteínas Smad (Figura 4), que desempenham um papel fundamental na 

transmissão dos sinais da superfamília TGF-β da superfície da célula para o núcleo. 

Elas são as principais moléculas de sinalização que atuam abaixo do receptor serina 

treonina kinase (Miyazono et al., 2001). As Smads são classificadas em três subclasses 

de acordo com as diferenças nas suas funções: os receptores Smads (R-Smads), as 

Smads colaboradoras (Co-Smads), e as Smads inibidoras (I-Smads). As R-Smads são 

divididas em duas subclasses: Smad2 e Smad3, as quais são ativadas pelas activinas e 

pelo receptor tipo I, o qual é ativado por TGF- ou ALK-4, 5 e 7. As Smad1, Smad5 e 

Smad8 são ativadas pelo receptor tipo I, o qual é ativado por BMP ou ALK-3 ou ALK-6. 

As Smads 1 e 5 são também ativadas por ALK-1 e 2, embora elas sejam menos 

parecidas com ALK-3/6 do que com as ALK-4/5/7 (Chen et al 1996, Itoh et al 2001). 
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Figura 4: Sinalização do TGF- - No espaço extracelular o TGF- liga se diretamente ao receptor II (RII) 

o qual recruta o receptor tipo I (ALK-1) formando um complexo heteromerico na superfície celular. Estes 

complexos contem uma endoglina receptora auxiliar que também se liga a este complexo e fosforila o 

receptor I (RI). O receptor I ativado transmite sinal direto para o núcleo através da família de proteínas co-

ativadoras Smad. O RI fosforila a R-Smad, a qual se associa com uma Co-Smads. O complexo resultante 

R-Smad/Co-Smad move-se do citoplasma para o núcleo para se associar ao DNA no núcleo da célula e 

interagir com vários outros fatores de transcrição para regular a transcrição do gene e mediar os efeitos 

de sinalização para superfamília de receptores em resposta a TGF-. A R-Smad é um receptor 

dependente de Smad; I-Smad é uma Smad inibitória; Co-Smad é uma Smad colaboradora; ALK1 é um 

receptor tipo I em THH2; Endoglina é um receptor auxiliar para TGF- em THH1 (Adaptado por 

Fernández-L, 2006). 
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1.13. Equilíbrio entre TGF-β/ALK 1 e TGF-β/ALK5 em células endoteliais 

A existência de dois caminhos ativados pelo mesmo ligante foi demonstrada por 

Goumans, et al., 2003, (Figura 5) onde células endoteliais deficientes de ALK-5 foram 

incapazes de responder para ambos TGF-/ALK5 e TGF-/ALK1, demonstrando que a 

atividade kinase de ALK5 é essencial para ativação de ALK1 e que ambas são 

necessárias para a sinalização de TGF- em células endoteliais. Embora ALK1 e ALK5 

possam induzir resposta celular oposta: com a ligação TGF-/ALK1 ocorre a migração e 

proliferação de células endoteliais, enquanto que a ligação TGF-/ALK-5 inibe esses 

efeitos e promove a deposição de matriz extracelular (Figura 5). Estes dois efeitos 

correspondem as duas fases distintas do processo angiogênico: quiescência (ausência 

de proliferação, deposição da matriz extracelular recrutamento das células do músculo 

liso e estabilização dos vasos) versus ativação do endotélio (proliferação e migração 

das células endoteliais para formar novos vasos) (Figura 5), este antagonismo é 

exercido a nível molecular via R-Smad (Massagué, 1998, Attisano et al 1993, Lin et al 

2002). 
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Figura 5: Sinalização dos receptores tipo I TGF- /ALK1 e TGF- /ALK5 em célula endoteliais (adaptado 

por Fonsatti, 2003). ALK1 e endoglina estão contribuindo na via de sinalização de TGF-β/Smad, 

mantendo assim o nível de endoglina para satisfazer as necessidades fisiológicas das células endoteliais. 

A falha na sinalização cooperativa em HHT1 e HHT2 seja endoglina ou ALK1 tem como resultado, a 

expressão da endoglina abaixo de um limiar crítico levando a deficiência na sinalização do TGF-β, 

formação do citoesqueleto anormal e formação do tubo em células endoteliais em THH. Estas funções 

celulares endoteliais alteradas podem explicar o fenótipo THH. Adaptado de Fernández et al, 2006. 

 

 

 

 

1.14. Justificativa 

A telangiectasia hemorrágica hereditária é uma doença rara ainda não foi 

estudada na população brasileira. As manifestações clinicas da THH são epistaxis 

recorrente, telangiectasia cutâneo-mucosa da face, das mãos e da cavidade oral são os 

sintomas clínicos mais frequentes, alem do trato gastrointestinal e a associação com 

lesões cerebrais e pulmonares vem se tornando fonte crescente de morbidade e 

mortalidade. 
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O diagnóstico da THH é realizado pela história clínica de sangramento recidivos, 

história familiar de quadros hemorrágicos e presença de lesões telangiectásicas 

múltiplas.  As anormalidades vasculares no trato gastrintestinal e hepático, pulmão, 

circulação e cerebral são investigadas por no mínimo um método diagnóstico objetivo 

semelhante à endoscopia, ultrassom e/ou tomografia computadorizada ressonância 

magnética e a angiografia. 

Em função disso as análises moleculares para identificação de mutações nos 

genes ALK-1 e ENG contribuirá para um diagnostico precoce da doença analisar se 

existe uma correlação entre a gravidade da doença com as possíveis alterações 

moleculares, baseado nesta relação propor uma terapêutica que possa melhorar o 

estado clínico do paciente. 
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2. OBJETIVOS
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1. Caracterizar as bases moleculares da Telangiectasia Hemorrágica Hereditária 

nos pacientes brasileiros, por meio de estudos da região codificadora dos genes 

da activina (activin receptor like kinase -ALK-1) e endoglina (ENG). 

 

2. Correlacionar à presença de mutações nos genes ALK-1 e ENG com as 

características clínicas da THH tipo 1 e tipo 2. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS
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CASUÍSTICA 

3.1. Pacientes e controles 

Foram analisadas 10 famílias com telangiectasia hemorrágica hereditária 

diagnosticadas e acompanhadas no Hemocentro da UNICAMP, sendo que o 

diagnóstico da THH foi realizado pela história clínica de sangramento recidivos, história 

familiar de quadros hemorrágicos e presença de lesões telangiectásicas múltiplas. As 

anormalidades vasculares no trato gastrintestinal e hepático, pulmão, e circulação 

cerebral foram investigadas por, no mínimo, um método diagnóstico objetivo 

semelhante à endoscopia, ultrassom e/ou tomografia computadorizada. As amostras de 

DNA foram extraídas de sangue periférico. Os pacientes acompanhados tinham em 

média 77 anos (as idades variaram de 2 dias a 82 anos), 5 deles pertenciam ao sexo 

masculino e 5 ao sexo feminino. Os pacientes eram provenientes do norte e sul do 

estado de São Paulo. Os dados clínicos dos pacientes encontram-se resumidos na 

Tabela III. 

Foi realizada uma triagem em 126 indivíduos sadios a procura das mutações 

identificadas nos pacientes.  

 

3.2. Aspectos éticos  

O Projeto intitulado “ Alterações moleculares nos genes da activina (activin 

receptor-like kinase-1-ALK-1) e endoglina (ENG) em telangiectasia hemorrágica 

hereditária dos tipos 1 e 2” foi apresentado ao Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP - CEP em 17/10/2003 e aprovado em 
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25/03/2004 (registro CEP: 494/2003). Foi aprovado pelo Comitê Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP) em 25/03/2004 (registro CONEP: 9663), parecer no 527/2004 

segundo as determinações do Conselho Nacional de Saúde (Resoluções 196/96 e 

251/97). 

Todos os pacientes envolvidos assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). Os TCLEs para este estudo contêm justificativa, os objetivos e os 

procedimentos da pesquisa, os desconfortos e riscos possíveis e benefícios esperados, 

a garantia do sigilo que assegure a privacidade quanto aos dados confidenciais; a 

liberdade de abandonar a pesquisa em qualquer tempo sem ter sua assistência médica 

comprometida, o nome e telefone dos pesquisadores para esclarecer eventuais 

dúvidas, bem como o telefone do Comitê de Ética em Pesquisa (Anexos 1-4). 

 

 

 

MÉTODOS 

3.3. Extração de DNA 

Foram colhidos 10ml de sangue periférico em frasco estéril, com anticoagulante 

EDTA 10%. A amostra foi centrifugada a 2500 rpm por 15 minutos. Após o descarte do 

plasma, os eritrócitos foram lisados com uma mistura das soluções de cloreto de 

amônio (NH4Cl) 0,144 M (cinco vezes o volume de células) e bicarbonato de amônio 

(NH4HCO3) 0,01M (0,5 vez o volume de células). O hemolisado foi centrifugado por 20 

minutos a 2500 rpm, e o sobrenadante foi removido e o precipitado de leucócitos foram 

lisados com lavagens de solução TKM1 (Tris-HCl 10mM (pH=7,6); KCl 10mM; MgCl2 



28 

 

10mM e EDTA 20mM), sendo centrifugados por 10 minutos a 2.500 rpm, por duas 

vezes consecutivas, quando foi adicionado, aproximadamente, 3 gotas de Triton X-100 

(nuclear), na primeira lavagem. A segunda lavagem não continha nenhum desses dois 

últimos especificados; o sobrenadante foi descartado e após essa etapa, foi 

acrescentada, ao precipitado, a solução TKM2 (0,8ml da solução contendo Tris-HCl 

10mM (pH=7,6); KCl 10mM; NaCl 0,4 M;  MgCl2 10mM; EDTA 2 mM; 0,025ml de 

duodecil sulfato de sódio (SDS) 20%. Em seguida o material foi incubado durante 40 

minutos a uma temperatura de 56oC e então foi adicionado 0,3 ml de NaCl 5M. Nessa 

etapa o precipitado foi descartado e o sobrenadante transferido para um tubo estéril. 

Ao sobrenadante foi adicionado 4,0 ml de etanol absoluto gelado (EtOH), 

ocorrendo a precipitação do DNA. O precipitado foi lavado em 1,0 ml de álcool 70% 

gelado e a seguir foi centrifugado. Descartado o sobrenadante, o DNA precipitado foi 

seco a temperatura ambiente e solubilizado em água destilada, deionizada e estéril 

(dH2O); sendo deixado por 8 horas em banho-maria a 37oC, ou levado a uma 

temperatura de aproximadamente 4oC, por 16 horas e sua concentração foi estimada 

em espectrofotômetro, por meio do valor da densidade óptica em comprimento de onda 

de 260 nm. (Sambrook, Fritsch, Maniats, 1989). 

 

3.4. Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A reação em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por Saiki et al. 

(1985 e 1988) com algumas modificações. A orientação dos “primers” (segmentos de 20 

- 30 nucleotídeos) faz com que a síntese do DNA ocorra na região interna entre eles. 

Desse modo, o produto da extensão de um “primer” é utilizado como substrato para o 
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outro, o que resulta em cada ciclo, na duplicação da quantidade de DNA sintetizada no 

ciclo precedente. Assim, o número de cópias do fragmento alvo tem um aumento 

exponencial, o que faculta no final de 30 ciclos um aumento da ordem de 106 cópias, 

partindo-se de uma única célula (SAIKI et al., 1985). A reação em cadeia da polimerase 

(PCR) (Kary Mullis et al., 1988) foi realizada para a amplificação dos diferentes éxons 

do gene ALK-1 e endoglina. Para isso utilizou-se 0,5l de DNA genômico (100ng), 

5pmoles de cada “primer” (Shimizu et al, 2001), 200M da mistura de nucleotídeos 

(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), tampão da enzima 10X (50 mM de cloreto de potássio, 

10mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2) e 0,02 unidades de 

Taq DNA polimerase em um volume final de 15l.  

Cada ciclo de reação de amplificação consiste na desnaturação inicial à 94oC por 

5 minutos (1 ciclo), desnaturação à 94oC por 45 segundos, anelamento a 57oC por 45 

segundos, extensão à 72oC por 1 minuto (35 ciclos), e extensão final à 72oC por 7 

minutos (1 ciclo), em termociclador “DNA Thermal Cycler” (Perkin Elmer Cetus). As 

sequencias dos “primers”, tamanho do fragmento amplificado e respectivas 

temperaturas de anelamento encontram-se na tabela I e II. Os produtos da reação 

foram submetidos à eletroforese em gel agarose 1,5% corado com brometo de etídeo e 

visualizados em iluminação ultravioleta. 
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Tabela I:  Sequências de oligonucleotideos, condições de anelamento e tamanho 

dos amplicons para o gene ALK-1. 

ALK-1 Seqüências    

Éxon Sense (S) 

5’                                                3’ 
Anti-sense (AS) 

5’                                                      3’ 
Temperatura 
anneling (oC) 

Referencia PCR (bp) 

II CTCTGTTTTCCTCTGGGCA TACATTCTCCCCAGCTTCTCAA 57 Berg et al., 1997 266 

III AGCTGGACCACAGTGGCTGA.. GGAGGCAGGGGCCAAGAAGAT 55 Berg et al., 1997 345 

IV AGCTGACCTAGTGGAAGCTGA CTGATTCTGCAGTTCCTATCTG 56 Berg et al., 1997 318 

V AGGAGCTTGCAGTGACCCAGCA ATGAGAGCCCTTGGTCCTCATCCA 55 Berg et al., 1997 242 

VI AGGCGCGCAGCATCAAGAT AAACTTGAGCCCTGAGTGCAG 55 Berg et al., 1997 294 

VII TGACGACTCCAGCCTCCCTTAG CAAGCTCCGCCCCACCTGTGAA 55 Berg et al., 1997 388 

VIII AGGTTTGGGAGAGGGGCAGGAGT GGCTCCACAGGCTGATTCCCCTT 55 Berg et al., 1997 293 

IX TCCTCTGGGTGGTATTGGGCCTC CAGAAATCCCAGCCGTGAGCCAC   55 Berg et al., 1997 256 

X TCTCCTCTGCACCTCTCTCCCAA CTGCAGGCAGAAAGGAATCAGGTGCT 55 Berg et al., 1997 197 

 

 

Tabela II:  Sequências de oligonucleotideos, condições de anelamento e tamanhos 

do amplicons para o gene da endoglina (ENG). 

ENG Sequencias    

Éxon Sense(S) 

5’                                                      3’ 
Anti-sense (AS) 

5’                                                  3’ 
Temperatura 
anneling (oC) 

Referencia PCR 
(bp) 

I - - -  >67 

II CCTCATAAGGTGGCTGTGATGATG CATCTGCCTTGGAGCTTCCTCT 60 McAllister et al., 1994 341 

III  - - -  - 

IV TTCCTGACCTCCTACATGG CTCTTGGTGCCCAAGTTT 51 McAllister et al., 1994 331 

V GGGCTCTGTTAGGTGCAG GGGTGGGGCTTTATAAGGGA 57 McAllister et al., 1994 325 

VI CTGTCCGCTTCAGTGTTCCATC GGAAACTTCCCTGACCAGAGGTT 59 McAllister et al., 1994 234 

VII GAGGCCTGGCATAACCCT GTGGCCACTGATCCAAGG 60 McAllister et al., 1994 315 

VIII - - - - - 

IX - - - - - 

X AGATTGACCAAGTCTCCCTCCC AGGCTGTCTCCCTCCTGACTCT 61 McAllister et al., 1994 268 

XI ACTCAGGGGTGGGAACTCTT CCTTCCATGCAAACCACAG 57 McAllister et al., 1994 436 

XII GAGTAAACCTGGAAGCCGC GCCACTAGAACAAACCCGAG 55 McAllister et al., 1994 154 

XIII CCAGCACAACAGGGTAGGGGAT CTCAGAGGCTTCACTGGGCTCC 61 McAllister et al., 1994 255 

XIV TGAAGCCTCTGAGGGATTGAGG GAGTTCACACCAGTGCTCCCAG 57 Gallione et al., 1998 198 

 

 



31 

 

3.5. PCR-CSGE para rastreamento de mutações no gene ALK-1 e endoglina 

O método de CSGE (“Conformation Sensitive Gel Electroforesis”), descrito por 

Ganguly e cols (1993) e posteriormente modificado por Willians e cols (1995), é 

baseado na eletroforese que detecta a sensibilidade conformacional da molécula de 

DNA. Podem ser observadas as diferenças conformacionais quando dois alelos 

apresentam alterações na sequencia de nucleotídeo. Foi utilizado para o rastreamento 

de mutações no gene ALK-1 e no gene endoglina. Para isso, foi utilizado um aparato 

padrão para sequenciamento de DNA, com placas de vidro de 37,5 x 45 cm e um pente 

de 36 poços de 1mm de espessura. Uma solução estoque de 39,6g de acrilamida e 

0,4g de 1,4-Bis (acryloyl)-piperazina (BAP; Fluka) foi preparada em 100 ml de água 

deionizada e usada para preparar um gel de poliacrilamida 40% contendo 10% (vol/vol) 

de etileno glicol (Sigma) e 15% (vol/vol) de formamida (Gibco/BRL) em tampão Tris-

Taurina-EDTA (TTE) 1X (89Mm Tris/15mM tampão Taurina/0,5Mm EDTA, pH 9,0; 

United States Biochemical). O tampão de corrida empregado foi Tris-Taurina-EDTA 

1/20 no polo negativo e 1/80 no polo positivo. Antes da eletroforese, 20l de cada 

amostra foram aquecidos a 98oC por 5 minutos, seguidos de incubação a 68oC por 1 

hora, para a formação de heteroduplexes. Misturou-se 5l da amostra com 5l de 

tampão de corrida (etileno glicol 20% (vol/vol), formamida 30% (vol/vol) contendo 

xilenocianol e azul de bromofenol 0,25% cada). 

Foi realizada uma pré-corrida a 300 Volts por 15 minutos, e em seguida as 

amostras foram aplicadas e submetidas à eletroforese 300V por 16 horas. Após a 

eletroforese, o gel foi corado com brometo de etídeo 1g/ml, por 15 minutos. Os 
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produtos foram visualizados sob luz ultravioleta. A análise dos genes ALK-1 e endoglina 

por PCR/CSGE foi realizada em amostras de DNA extraído de 12 pacientes (HHT), 

rastreando-se 9 éxons (2 a 10) do gene da activina (ALK-1) e 2 a 14 no gene da 

endoglina. Para cada mutação foi utilizado o método de triagem (CSGE) num painel de 

126 indivíduos controles normais para definir se estas mutações não representariam 

polimorfismos gênicos neutros na população estudada. Nenhuma das mutações foi 

encontrada. 

 

3.6. Reação de Seqüênciamento com Thermo Sequenase Radiolabeled 

Terminator Cycle Sequencing Kit 

 Purificação do produto da PCR 

O produto do PCR foi purificado com 1l da enzima éxonuclease e 1l de 

fosfatase alcalina de camarão, em seguida incubado por 15 minutos à 37º C e 15 

minutos à 85ºC. Em tubos denominados G, A,T,C foram colocados 2l do nucleotídeo 

máster mix (dITP) e 0,5l de ddNTP (G, A, T, C) marcado com fósforo 33 ( 

33PddNTPs) (Amersham Phamacia). 

Em outro tubo coloca-se 1l do produto da PCR tratado, 2l do tampão de 

reação (260 mM Tris-HCl, pH 9,5, 65mM MgCl2), 1l do primer (5 pmol), 2l da enzima 

Thermo Sequenase DNA polimerase e água para completar 17,5l. Foram transferidos 

para cada tubo com dideoxinucleotídeo (G, A,T, C) 4l dessa mistura, homogeinizando-

se com os 2,5l da mistura de terminação. As reações foram colocadas em 

termociclador de temperatura e submetidas a uma pré-desnaturação de 5 minutos a 

94ºC, 35 ciclos envolvendo desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento (de 
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acordo com as temperaturas descritas nas tabelas I e II) por 30 segundos e extensão a 

72ºC por 01 min. A reação foi interrompida pela adição de 4l de "Stop Solution" 

(formamida 95%, EDTA 20 mM, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xilenocianol). As 

amostras foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 6% (acrilamida 5,7g, 

bisacrilamida 0,3g, uréia 50g, taurina 8x) em placas de 35x50cm e 0,4mm de espessura 

(aparato Bio Rad) por 2 a 3 horas a 70-90W. O tampão utilizado foi a taurina 1X, o 

mesmo utilizado na preparação do gel. A auto-radiografia foi obtida após exposição do 

gel seco em filme de raios-X por 24 a 72 horas. 

 

3.7. Clonagem dos Produtos da PCR 

O produto amplificado foi ligado em vetor pMOS Blue T vector (Amersham LIFE 

SCIENCE). 

 

 

3.8. Preparação das placas de cultura 

Foi utilizado meio de cultura L-Broth Agar (5g triptona, 2,5g de extrato de 

levedura, 2,5g de NaCl, 0,5ml de NaOH 3N, 6g de Agar, água para completar 500ml), e 

após liquefeito, foram adicionados os antibióticos ampicilina 50µg/ml e tetraciclina 

15µg/ml. O meio foi distribuído em placas de Petri estéreis e em seguida adicionaram-

se 20µl de IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosideo) 100 mM e 35µl de X-gal (5-

bromo-4-cloro-3-indolil-B-galactosídeo) 50mg/ml por placa. 
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3.9. Ligação com o vetor pMOS Blue 

Para cada produto a ser clonado, foi preparada uma reação de ligação contendo 

1µl de tampão de ligase 10X (Tris-HCl 100 mM pH8,8, KCl 500 mM, MgCl2 15 mM, 

triton 1%), 0,5µl de ATP 10 mM, 1µl de vetor, 50ng/µl de T4 DNA ligase 2µl do produto 

da PCR e água livre de nuclease para completar o volume de 10µl. A reação foi 

homogeneizada e incubada a 16C “overnight” em termociclador de temperatura. 

 

3.10. Transformação 

Foi adicionado em 200l de células competentes dH5, acrescentou-se 5,0 l da 

reação de ligação e a mistura foi submetida às seguintes condições: 20 minutos no 

gelo, 1 minuto 30 segundos a 42ºC e imediata transferência para o gelo. A reação então 

foi misturada em 800 l de meio líquido “SOC” (10 mM de cloreto de magnésio, 10mM 

de sulfato de magnésio, 20mM de glicose, triptona, extrato de levedura, cloreto de 

sódio, cloreto de potássio) e permaneceu sob agitação de 220 rpm à 37ºC por 1 hora. 

Após centrifugação a 3000 rpm por 1 minuto, descartou-se 600 l do meio; o restante 

foi ressuspendido e 150 l foram utilizados para o plaqueamento. 

 

3.11. Plaqueamento das Células 

Foram utilizados 50µl da suspensão de células em cada placa. As mesmas foram 

invertidas e vedadas com incubação a 37oC “overnight”. 
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3.12. Triagem dos recombinantes 

O vetor pMOS BLUE permite uma triagem através de colônias brancas 

(recombinantes) e azuis. As colônias brancas foram retiradas e colocadas em 5ml de 

meio líquido L-broth (5g de triptona, 2,5g de extrato de levedura, 2,5g de NaCl, 0,5ml de 

NaOH 3N qsp 500 ml) e os antibióticos ampicilina (50µg/ml) e tetraciclina 15µg/ml). Os 

tubos foram mantidos sob agitação intensa à 37oC. O crescimento foi verificado através 

da turvação do meio. 

 

3.13. Mini preparações 

As células bacterianas foram removidas através de centrifugação a 6000 rpm por 

1 minuto. À essas células bacterianas foram adicionados 100µl da solução I gelada 

(glicose 50mM, Tris-HCl 25mM EDTA 10mM). Em seguida procedeu-se com a 

incubação à temperatura ambiente por 5 minutos e após este período adicionaram 

200µl da solução II (NaOH 0,2N, SDS 1%), com incubação de 5 minutos em banho de 

gelo. Após esse período foram adicionados 150µl da solução III gelada (acetato de 

potássio pH 4,8). Em seguida centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos à 4o C. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e em seguida adicionaram-se 250µl de 

fenol saturado e 250µl de álcool isoamílico mantendo-os sob agitação vigorosa por 1 

minuto e prosseguindo com a centrifugação 14000 rpm por 2 minutos. Ao sobrenadante 

acrescentou-se 0,5ml de clorofórmio/álcool isoamílico mantendo sob agitação vigorosa 

por 1 minuto e centrifugação a 14000 rpm por 2 minutos. Ao sobrenadante foram 

acrescentado 800µl de etanol absoluto gelado e 40µl de acetato de sódio 3M pH 5,2. As 

amostras foram mantidas em freezer –80ºC por 2 horas. Após este período foram 
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centrifugadas à 14000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” 

diluído em água estéril. Foram adicionados à preparação de plasmídeo 2µl de RNase 

T1 (Aspergillus oryzae) e incubados a 37oC “overnight”. 

 
 

3.14. Amplificação por PCR do fragmento inserido no plasmídeo 

Os plasmídeos recombinantes foram identificados pela amplificação por PCR, 

utilizando-se primers específicos do plasmídeo (T7 sense e U19 antissense). 

 
 

3.15. Seqüenciamento automatizado 

MegaBACE 1000, é um sistema de análise de DNA de 96 capilares com a 

tecnologia Amersham Biosciences. As reações de sequenciamento foram realizadas de 

acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o “DYEnamic ET Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit” (Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase). 

A amplificação para sequenciamento automático foi realizada com o DYEnamicTM 

Terminator cycle sequencing Kit (MegaBACETM) (Amersham Pharmacia Biotech, Inc  

Cleveland, Ohio, USA). Para esta reação foram utilizados 20ng do produto de PCR 

purificado, 5pmol de iniciador sense e antisense (em reações separadas), 4l da 

solução DYEnamic ET reagente premix e água deionizada estéril (volume final 15l). A 

reação, distribuída em placa própria para sequenciamento, foi protegida da luz com 

papel de alumínio. Em termociclador automático (GeneAmp® PCR System 9700 – 

Applied Biosystems), as amostras foram submetidas a desnaturação inicial (95oC - 2 

http://www1.amershambiosciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/autodna_megabace1000?OpenDocument&hometitle=auto_dna_analysis
http://www4.amershambiosciences.com/aptrix/upp00919.nsf/(FileDownload)?OpenAgent&docid=0999108A0841268EC1256C100008453A&file=74000004.pdf
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minutos) e 30 ciclos com as seguintes temperaturas e tempos: desnaturação a 96oC - 

20 segundos, anelamento a 57oC - 15 segundos, extensão a 60oC - 1 minuto. 

O produto da reação de sequenciamento foi submetido à purificação com 2l de 

acetato de amônio 7,5 M e 50l de etanol absoluto adicionado aos 15l de reação, com 

posterior homogeneização. Após incubação por 15 minutos em temperatura ambiente 

protegido da luz, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante 

foi removido por inversão e a seguir foram adicionados 100ul de etanol 70%. 

Posteriormente o material foi centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos. Novamente o 

sobrenadante foi desprezado por inversão tomando-se o cuidado de não remover o 

pellet. Para completa remoção do etanol, a placa foi submetida à centrifugação invertida 

a 200 rpm por 6 segundos e finalmente aquecida em termobloco a 65°C por 5 minutos 

para a secagem dos poços. Para a eletroforese, foi adicionado 10l de “loading buffer”, 

uma mistura de formamida deionizada, 25mM EDTA (pH 8,0) em cada poço. As 

amostras foram homogeneizadas, aquecidas a 65°C por 3 minutos e colocadas em 

gelo. Finalmente foram colocadas no sequenciador para a eletroforese. 

O gel para a eletroforese é o MegaBACE Long Read Matrix com poliacrilamida 

linear (LPAAs) e as condições de eletroforese foram as seguintes: 

Voltagem de injeção da amostra – 3 Kv, tempo de injeção da amostra 60 

segundos, voltagem de corrida – 9 Kv, tempo de corrida 70 minutos, potência do Laser 

– 40 mW. 
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3.16. Análises dos dados brutos – “Base calling” 

Os dados brutos provenientes do sequenciador de DNA foram submetidos 

diretamente a um programa de “base calling”, que consiste no processo de leitura dos 

dados do sequenciador e identificação da sequencia de DNA gerada, atribuindo um 

valor de qualidade para cada posição nucleotídica identificada. Normalmente cada 

sequenciador apresenta um programa de “base calling” associado e um dos programas 

mais utilizado nessa etapa é o “PHRED”, o qual reconhece dados de sequencias a 

partir de arquivos SCF (Standard Chomatogram Format), arquivos de cromatograma 

dos analisadores automáticos de DNA ABI e arquivos MegaBACE esd. Este software 

reconhece a sequencia de nucleotídeos a partir do arquivo de dados brutos do 

sequenciador, atribui valores de qualidade às bases constituintes da sequencia 

nucleotídica e gera arquivos de saída contendo informações sobre o “base call” e os 

valores de qualidade das sequencias analisadas, que podem ser encontradas nos 

arquivos de formato “PHD” (qualidade) e FASTA” (nucleotídeo). De acordo com Ewing e 

cols (1998) as atribuições seguras de valores às sequencias nucleotídicas são 

proporcionadas pela implantação de um algoritmo que tem como base os métodos de 

Análise de Fourier. O algoritmo analisa as quatro bases e prediz a provável região 

central dos picos e as distâncias relativas entre os picos da sequencia de DNA. O valor 

de qualidade (“PHRED” Quality) atribuído a cada base é obtido pela fórmula a seguir, 

[“PHRED” Quality = -10 log (Pe)], onde o Pe é a probabilidade de uma base ter sido 

atribuída erroneamente. As pontuações inseridas nos arquivos de saída do “PHRED” 

representam a probabilidade logarítmica negativa em escala de erro de um “base call”. 

Portanto, quanto maior o valor de qualidade do “PHRED”, menor a probabilidade de ter 
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ocorrido um erro na atribuição da base. Por exemplo, um valor de qualidade 20 para 

uma determinada posição nucleotídica significa que ela apresenta uma chance em 100 

de estar errada. Já um valor de qualidade 30 significa que determinada base apresenta 

uma chance em 1000 de ter havido um erro no “base calling”. Esses valores são 

importantes para determinar se uma região precisa ser re-sequenciada garantindo 

confiabilidade dos dados. 

 

 

3.17. Análises dos dados através do “PolyPhred” para identificação de 

heterozigotos 

Os cromatogramas foram transferidos para uma estação de trabalho Linux 

(Mandrake 7.2) (Sun Microsystems Inc.,Mountain View, CA) base chamada como 

“Phred” (versão 0.961028), junto com o “Phrap” (Phragment Assembly Program) 

(versão 0.960731), escaneado pelo “PolyPhred” (versão 0.970312) e os resultados 

foram analisados no programa “Consed” (versão 4.0). O “PolyPhred” é um programa 

que compara sequencias fluorescentes baseadas através dos traços obtidos de 

indivíduos diferentes para identificar locais de heterozigose para únicas substituições de 

nucleotídeos. O “PolyPhred” não é uma aplicação de plataforma única. As funções do 

“PolyPhred” são integradas com o uso de outros de três programas: “Phred” (Brent 

Ewing and Phil Green),  “Phrap” (Phil Green), e Consed (David Gordon e Phil Green). O 

“PolyPhred” identifica heterozigotos potenciais utilizando as chamadas baixas e a 

informação pico fornecidas pelo “Phred” e pelos alinhamentos da sequencia fornecidas 

http://www.phrap.org/
http://www.phrap.org/
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pelo “Phrap”. Os heterozigotos e homozigotos potenciais identificados por “PolyPhred” 

são marcados para a inspeção rápida usando a ferramenta do “Consed”. 
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4.1 Pacientes 

Foram estudados 12 pacientes relacionados e não relacionados de 10 famílias 

afetadas com a THH cujo diagnostico clínico foi definido de acordo com o critério 

Curaçau (Fuchizaki et al 2003) e incluindo a presença de três características: a história 

familiar positiva, epistaxes recorrente e telangiectasias sugerindo THH tipo 2. Do total 

destes pacientes 50% eram homens e 50% mulheres, a idade variava entre 42 a 82 

anos, com média de 64,75 anos e desvio padrão (DP=11,49). Os pacientes eram 

provenientes da região norte e sul do estado de São Paulo. Os dados clínicos dos 

pacientes encontram-se resumidos na Tabela III. Foram analisados 126 indivíduos 

controle sadios a procura das mutações identificadas nos pacientes.  

 

4.2 Análise das mutações 

O DNA de sangue periférico foi extraído usando protocolo fenol clorofórmio. 

Todas as regiões codificantes dos genes ALK1 e ENG foram amplificadas pela PCR e 

analisado por sequenciamento manual e automático. Para “screening” de mutações foi 

utilizada a técnica de PCR-heteroduplex (CSGE) que se baseia na diferença de 

mobilidade eletroforética entre a dupla fita homoduplex e a heteroduplex. A fita 

heteroduplex por possuir inserção ou deleção, não é totalmente complementar, 

havendo assim, a formação de alças que irão gerar diferença de migração na 

eletroforese. Esta técnica consiste em desnaturar o produto da PCR de amostras 

contendo misturas de DNA com o gene normal e mutado. O produto da amplificação da 

PCR foi submetido à eletroforese vertical em gel desnaturante de poliacrilamida com 

visualização da migração após coloração com brometo de etídeo. 
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O produto da PCR dos indivíduos que apresentaram uma alteração no padrão de 

mobilidade eletroforetica (Figura B das famílias 1, 2, 3, 4 e 5) foi sequenciado 

manualmente utilizando 32P como descrito em material e métodos. Posteriormente 

todas as amostras foram clonadas e novamente sequenciadas manualmente e as 

mutações confirmadas através de sequenciamento automático. A tabela IV e Figura 10 

sumariza todas as mutações identificadas no gene ALK-1 nas famílias THH estudadas e 

a tabela III todas as famílias com suas características clinicas. 

O genótipo THH foi estabelecido nas 10 famílias. Foram identificados 4 mutações 

no gene ALK1 incluindo três novas mutações e uma mutação previamente descrita na 

literatura (Figura 6 tabela IV Figura 10). Das três novas mutações duas delas são 

mutações em “frameshift” identificadas no exon 3 e 7 uma mutação missense 

identificada no exon 7 e 8. 
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Figura 6: Modelo hipotético de THH. Modelo representando complexo receptor de TGF-β em células 

endoteliais saudáveis (não-HHT) em comparação com THH1 e THH2. Em células endoteliais normais 

(não-THH), ALK1 e endoglina estão cooperando na via de sinalização de TGF-β/Smad, mantendo assim 

o nível de endoglina para satisfazer as necessidades fisiológicas das células endoteliais. A falha na 

sinalização cooperativa em THH1 e THH2 seja endoglina ou ALK1 tem como resultado, a expressão da 

endoglina abaixo de um limiar crítico levando a deficiência na sinalização do TGF-β, formação do 

citoesqueleto anormal e formação do tubo em células endoteliais em THH. Estas funções celulares 

endoteliais alteradas podem explicar o fenótipo THH (Adaptado de Fernández et al, 2006). 

 

Nenhuma mutação foi observada no gene da Endoglina (ENG) em todos os 

pacientes estudados. Pacientes com a mesma mutação ou mutação diferente 

apresentaram o mesmo quadro clínico. Não houve diferença no quadro clínico entre 

pacientes cujas mutações foram detectadas ou não. 
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4.3 Mutação no domínio extracelular e transmembrana 

Nós identificamos uma nova mutação no éxon 3, na família 1, probando II-I, onde 

ocorreu uma inserção de um nucleotídeo G na posição 204-205 causando um 

“frameshift” no códon 68 (Figura 7, tabela IV Figura 10). Este paciente tem epistaxe, 

telangiectasia oral, nasal e gástrica. O paciente I-I apresentou os mesmos sintomas 

enquanto que os outros três membros da família não foram afetados. 

Os resultados da análise molecular, com heredograma das famílias serão 

apresentados a seguir: 

  



46 

 

Figura 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Família 1 (A) Heredograma; (B) paciente que apresentou diferença de mobilidade eletroforética no CSGE 

(amostra 10 probando II-1); (C) sequenciamento manual de produto da PCR clonado, a esquerda alelo 

normal a direita a seta aponta o alelo mutado; (D) sequenciamento automático de produto da PCR 

clonado para o éxon III do gene ALK1, mostrando uma inserção de uma base G ( G) c.204-205insG (a 

direita indicado pela seta) no probando II-1, a esquerda alelo normal. 
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4.4 Mutações no domínio quinase intracelular 

A segunda nova mutação encontrada foi uma deleção de um nucleotídeo T na 

posição 913 do éxon 7, criando um “frameshift” no códon 305 do aminoácido 68 no 

domínio quinase (Figura 8b e 8c, tabela IV Figura 10). Esta mutação estava presente 

em três pacientes das 10 famílias estudadas sendo dois pacientes pertencentes à 

família 3 (probando III-5 e III-6 - figura 8) e 1 paciente não relacionado pertence à 

família 2 (probando II-1 - figura 8). 
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Figura 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Famílias 2 e 3 (A) Heredograma da família 2 a esquerda e família 3 a direita (B) pacientes que tiveram 

diferença de mobilidade eletroforética no CSGE (amostra 6 probando II-1 da família 2, amostra 7 

probando III-5 amostra 9 probando III-6 da família 3 (C) a esquerda - sequenciamento manual de produto 

da PCR clonado; a direita - sequenciamento automático de produto da PCR clonado para o éxon VII do 

gene ALK1, mostrando uma deleção de uma base T, c.913delT (seta) nos probandos III-5 e III-6 da 

família 3 e II-1 da família 2 (D) a esquerda - sequenciamento manual de produto de PCR clonado (a 

esquerda alelo normal a direita alelo mutante indicado pela seta) a direita - sequenciamento automático 

de produto de PCR clonado mostrando uma mutação em heterozigose (c 976A>G) no paciente III-6 da 

família 3, alelo normal a esquerda alelo mutado a direita indicado pela seta. 
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A terceira nova mutação foi identificada no exon 7, é uma mutação “missense”no 

domínio quinase de ALK-1. Esta nova mutação provocou uma substituição de A976G 

que alterou o aminoácido isoleucina 326 pela valina. Esta mutação foi encontrada no 

probando III-6 da família 3, embora não tenha sido encontrada no probando III-5, uma 

vez que ambos apresentaram MAV gastrointestinal (Figura 8). 

A quarta mutação encontrada, foi uma substituição do aminoácido glicina por 

uma serina na posição 1204 encontrada no probando III-1 e III-4 da família 5 e no 

probando III-1 da família 4. Encontramos esta mutação em duas famílias, 

aparentemente não relacionada. Na família 5 encontramos dois indivíduos clinicamente 

afetados, enquanto que na família 4 encontramos apenas um indivíduo vivo afetado 

(Figura 9). 
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Figura 9: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Famílias 4 e 5 (A) Heredograma da família 4 a esquerda e família 5 a direita (B) pacientes que tiveram 

diferença de mobilidade eletroforética no CSGE ( (C) sequenciamento manual de produto da PCR 

clonado e (D) sequenciamento automático de produto da PCR clonado para o éxon VIII do gene ALK1, 

mostrando uma mutação em heterozigose (c.1204G>A) no probando III-1 da família 4 e nos probandos 

III-1 e III-4 da família 5. 
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Figura 10: Representação diagramática do gene ALK-1 e o resumo das mutações; os éxons são 

marcados pelos boxes brancos para regiões codificantes, a cor escura para as regiões não codificantes. 

As alterações na sequencia do gene ALK-1 estão identificados ao longo do gene e inclui mutações 

“missense” e “frameshift”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Representação diagramática do gene endoglina; os exons são marcados pelos boxes com 

numero correspondente. Exons de 2-12 codifica o domínio extracelular, o exon 13 codifica o domínio 

transmenbrana e o exon 14 o domínio citoplasmático (CYT0). Somente regiões que codificam proteínas 

são mostrados (Raab et al 1999). 
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Tabela III: Quadro clínico dos pacientes com Telangiectasia Hemorrágica Hereditária  

Famílias Sexo Idade Apresentação clínica Tipo de lesão 

F1 M 42 a Epistaxe bilateral freqüente desde a 
infância/anemia 

Telangiectasia mucosa gástrica, oral e nasal 

F2 F 64 a Epistaxe/anemia frequente Telangiectasia na cavidade oral face e palma das mãos 

F3 M 76 a epistaxe freqüente desde infância /sangramento 
digestivo/anemia 

Telangiectasia no septo nasal, oral face e palma das 
mãos 

F3 F 78 a epistaxe unilateral freqüente /angiodisplasia 
gástrica e duodenal 

Telangiectasia na cavidade oral, face e palma das mãos 

F4 M 67 a Epistaxe bilateral freqüente / desde infância/anemia Telagiectasia na face, tronco e membros 

F4 F 59 a Epistaxe e melena/anemia Telangiectasia mucosa oral e palma das mãos 

F5 M 86 a epistaxe bilateral desde a infância Telangiectasia na face e palma das mãos 

F6 M 48 a Epistaxe e melena/anemia Telangiectasia na mucosa nasal face e palma das 
mãos/hemorragia digestiva 

F7 F 73 a Epistaxe e melena/anemia Telangiectasia na face e palma das mãos 

F8 F 51 a epistaxe freqüente desde infância/ Telangiectasia na mucosa oral face e palma das mãos 

F9 M 77 a epistaxe bilateral/anemia frequente Telagiectasia na face e tronco 

F10 F 70 a epistaxe bilateral Telangiectasia na mucosa oral, face e palma das mãos 

 

 

 

Tabela IV: Resumo das mutações no gene ALK-1 em pacientes com THH  

Família Localização Gene Região da Proteína DNA alterado Mutação encontrada 
(posição) 

F1 éxon III ALK-1 Domínio 
Extracelular 

p.Gly68fs c.204-205insG 

F2 éxon VII ALK-1 Domínio Quinase p.Ser305fs c.913del T 

F3 
 

éxon VII 
éxon VII 

ALK-1 
ALK-1 

Domínio Quinase 
Domínio Quinase 

p.Ile326Val 
p.Ser305fs 

c.976A>G 
c.913del T 

F4 éxon VIII ALK-1 Domínio Quinase p.Gly402Ser c.1204G>A 

F5 Éxon VIII ALK-1 Domínio Quinase p.Gly402Ser c.1204G>A 

 

 

A maior concentração de mutações no gene ALK1 foram encontradas nos exons 

3, 4, 7 e 8 o qual codifica o dominio extracelular e kinase respectivamente (Abdala, 

2003; Oliviere, 2002). 
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5. DISCUSSÃO
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Nosso trabalho foi pioneiro no Brasil, nos estudamos um total de 12 pacientes 

distribuídos em 10 famílias não relacionadas. Após analisar as 10 famílias, em 50% 

delas foi possível detectar alterações no gene ALK-1, classificando esses pacientes 

como THH tipo 2. Das 4 mutações encontradas todas estavam no gene ALK1 e 

nenhuma mutação foi encontrada no gene da endoglina (THH tipo 1) nos pacientes 

estudados. Assim, a mutação no gene ALK1 foi muito maior que no gene ENG. Estes 

resultados se assemelha somente ao trabalho de Lesca et al 2006 realizado na região 

da França. Outras regiões como Canadá (Abdalla et al 2006) Dinamarca (Kjeldsen et al 

2001) Japão (Azuma et al 2000) Estados Unidos (Berg et al 2003) mutações 

patogênicas no gene da ENG foram mais frequentes que ALK1. 

Nós não encontramos uma evidencia clara na sintomatologia entre THH1 e 

THH2 e o numero de malformação arteriovenosa gastrointestinal e epistaxe recorrente 

foram igualmente partilhada por todos pacientes. 

Descrevemos 4 mutações no gene ALK1 incluindo 3 novas mutações (uma 

mutação em “frameshift” Gly68fs no exon 3 (c.204-205insG), outra mutação em 

“frameshift” Ser305fs no exon 7 (c.913delT) e uma mutação “missense” Ile326Val no 

exon 7 (c.976A>G), a quarta mutação foi uma mutação missense Gly402Ser 

encontrada no exon 8 (c.1204G>A) em três pacientes, esta já havia sido descrita por 

Bayrak-Toydemir (2006). As mutações ocorreram em famílias não relacionadas (Tabela 

IV, Figura 10). 

Nossos resultados foram inverso ao que está descrito na literatura, 50% das 

mutações encontradas foram “missense” e 50% foram mutações que causaram 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15266205,16470787,17219009
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“frameshift”. As mutações “missense” foram encontradas no domínio quinase de ALK1 e 

as mutações em frameshift encontradas no domínio extracelular e domínio quinase. 

Estas mostraram alterações nas polaridades, cargas, hidrofobicidade e/ou tamanho do 

aminoácido substituído e têm um efeito estrutural criando uma desestrutura e uma 

proteína instável tal fato pode explicar a falta de expressão dessas proteínas mutantes 

na superfície celular. Aminoácidos alterados resultam numa subsequente alteração na 

forma e funcionamento das proteínas. 

Não houve diferença significativa nas características clínicas observadas nas 5 

famílias com mutações descritas com aquelas que não tiveram mutação, sugerindo que 

os aspectos moleculares para as mutações de baixa função ou para uma pequena 

deleção/inserção podem ser os mesmos. Assim, é possível perceber que a THH é uma 

doença geneticamente heterogênea. 

Abdalla et al., 2003, demonstraram que a maioria (70%) das mutações 

encontradas em THH2 associadas ao gene ALK-1 são substituições de um único par de 

base levando a mutações “missense” e “nonsense” ao contrário da THH1 associada ao 

gene da endoglina que apresenta mutações causando “frameshift” e “stop códon” 

prematuro. 

Berg e cols (2003) identificaram um número maior de mutações no gene ENG 

(59%) do que no gene ALK1 (40%) nas famílias THH estudadas. Letteboer e cols 

(2004), tiveram um resultado semelhante ao trabalho de Berg e cols num estudo com 

37 pacientes THH sendo 30 pacientes relacionados e 7 não relacionados, a proporção 
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de mutações encontradas entre ALK1/ENG foram 40% para ALK-1 e 53% para ENG e 

em 7% dos pacientes não foi encontrada mutações nesses genes estudados. 

Numa população na região da França os estudos mostraram uma alta 

prevalência de mutações no gene activina em relação ao gene da endoglina, sendo que 

na endoglina predominaram inserções e deleções. A porcentagem de mutações foi de 

88%, identificadas através de sequenciamento das regiões codificantes. O numero 

amostral deste estudo foi de 48 pacientes com 31 mutações encontradas, sendo que 23 

delas ocorreram no gene da activina e 8 no gene da endoglina (Lesca et al., 2006). 

Resultado semelhante foi encontrado por Abdalla et al 2006 num estudo na 

população Canadense em 192 famílias estudadas foram encontradas 153 mutações, 

37% dessas mutações ocorreram no gene ALK-1 (57 mutações) enquanto que 61% 

ocorreram no gene ENG (93 mutações) estas foram determinadas utilizando-se 

sequenciamento direto das regiões codificantes. 

Na Dinamarca, Kjeldsen e cols (2001) estudaram 211 pacientes através de 

triagem por DGGE e sequenciamento de regiões codificantes, encontraram apenas 44 

pacientes com THH, sendo que 37 pacientes eram relacionados e 7 não relacionados. 

Foram encontradas 7 mutações no gene ALK1 e 12 no gene ENG (16% e 27% 

respectivamente). 

No Japão, Azuma e cols (2000) obtiveram um número maior de mutações em 

ENG (29 mutações) do que em ALK-1 (17 mutações), utilizando sequenciamento de 

região codificante. Na Itália, Gennaro e cols (2006) demonstraram num estudo com 66 

pacientes THH que o numero de mutações no gene ALK1 foi maior que no gene ENG, 
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nestes pacientes 51 mutações foram identificadas sendo 31 em ALK1 e 20 em ENG, 

nos outros 15 pacientes nenhuma mutação foi encontrada. 

Em nosso trabalho o método de “screening” utilizado foi o CSGE, todos os 

indivíduos que apresentaram alteração na mobilidade eletroforetica tiveram algum tipo 

de mutação mostrando uma eficiência de 100%, após sequenciamento manual e 

automático do produto da PCR clonado de todos os pacientes estudados. A literatura 

mostra que a eficiência do método de “screening” adotado em nosso estudo é de 70-

85% de acordo com o tamanho do fragmento amplificado e concentração de CG (Ikeda 

et al., 2003; Blesa et al., 2004), mesmo os indivíduos que não apresentaram alteração 

na mobilidade eletroforetica no CSGE para o gene da activina foram clonados e 

sequenciados, devidos as características clinicas de THH tipo 2. Para o gene da 

endoglina foi utilizado somente o método de “screening” e sequenciamento direto do 

produto da PCR os mesmos não apresentaram mutações sugerindo que todos os 

pacientes estudados tem a mesma característica clinica de THH tipo 2. 

Frente aos resultados encontrados no presente estudo, devemos levar em 

consideração alguns fatores. O primeiro seria de que não foram analisadas as regiões 

promotoras (presentes no éxon 1) e íntrons dos genes ALK-1 e ENG. Pode ser também 

que nos pacientes onde nenhuma mutação foi encontrada a doença tenha ocorrido 

devido à mutações em outros genes. 

Pacientes com características clínicas de THH sem mutações em ENG ou ALK-1 

também foi descrito, sugerindo que outros genes possam estar envolvidos com a THH 

(Wallace & Shovlin, 2000). A existência de outro gene relacionado com a doença em 
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alguns pacientes com envolvimento hepático foi descrito por Cole e cols (2005). Um 

novo lócus para THH3 foi mapeado no cromossomo 5 (5q31.3-5q32). O gene ainda não 

foi localizado e portanto, não foi alvo de estudo no presente trabalho. 

Os pacientes deste estudo que não tiveram mutações não tinham acometimento 

hepático, acreditamos que a hipótese relativa à heterogeneidade seja a mais viável. 

Além  

disso, a predominância de THH1 ou THH2 parece estar correlacionada com a 

localização geográfica. Assim, enquanto THH1 é mais abundante na população da 

América do Norte, Canadá (Abdalla et al., 2000; Abdalla et al., 2003) e norte da Europa 

(Letteboer et al., 2005), a THH2 é predominante nos países do mediterrâneo como 

Itália, França e Espanha (Fernandez et al., 2006). Levando-se em conta a formação 

étnica brasileira, é de se esperar uma prevalência elevada de THH2, como observado 

no presente estudo. 

Segundo Abdalla & Letarte (2006), até o momento 105 mutações foram descritas 

no gene ALK-1, sendo que a maioria encontra-se nos éxons 3, 7 e 8. Assim, as 

mutações identificadas em nosso trabalho ocorreram em regiões gênicas com alto 

índice de mutações (pontos quentes) do gene ALK1 em domínios funcionais. 

Com relação à nova mutação “missense” identificada no éxon 7, cabe algumas 

considerações. Nessa alteração temos uma troca do aminoácido interleucina para 

valina (p.Ile326Val), um aminoácido apolar para outro aminoácido apolar, sendo que 

ambos se assemelham tanto na estrutura como na função, além de serem 

extremamente hidrofóbicos. Nessa posição não há descrição de mutação no gene 
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ALK1. Como se trata de uma alteração dominante, cuja homozigose parece ser letal, o 

fato dos pacientes III-5 e III-6 da familia 3 apresentarem o mesmo quadro clínico, é 

interessante notar que apenas o paciente III-6 possui essa mutação, assim, sugerimos 

que essa alteração deve-se tratar de uma mutação neutra ou seja, incapaz de provocar 

alterações funcionais na proteína. Outra observação é que somente esse paciente (III-6 

família 3) apresentou esta mutação juntamente com a deleção T (c.913del T no exon 7) 

a mesmo não ocorreu com o probando III-5. 

Nenhuma das mutações encontradas em nosso estudo foi encontrada na análise 

de 126 indivíduos sadios. Esse resultado, associado ao fato de que a mesma mutação 

encontrada em pacientes portadores de THH não relacionados, diminui a possibilidade 

de tratar-se de um polimorfismo neutro, pelo menos nos casos das mutações em 

“frameshift”. 

Embora AVMs sejam mais frequentes em THH1 do que em THH2 (McAllister et 

al., 1994; Berg et al., 1996), apenas esta característica não é suficiente para determinar 

clinicamente o tipo de THH. Isso suporta a hipótese de que o lócus heterogenético 

nesta desordem pode ser devido a mutações dentro da superfamília de receptores para 

TGF- ou outros componentes das células endoteliais presentes no caminho de 

transdução de sinais para TGF-.  

Diante da diferença entre o numero de mutações encontradas em ALK1 e ENG, 

uma explicação obvia é que o gene ENG contém mais informações codificantes (658 

aminoácidos em 15 éxons) do que o gene ALK1 (504 aminoácidos em 9 éxons). Outra 
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explicação, do ponto de vista clínico, é que o fenótipo THH2 é mais brando quando 

comparado ao THH1 (Shovlin et al., 1996; Berg et al., 2003). 

O número mutações vem aumentando continuamente, o que indica que algum 

nucleotídeo pode ser mutado, exceto aquele que codifica a região transmembrana 

(éxon 13 região com 45 aminoacidos) ou domínio citoplasmático (éxon 14 região com 

47 aminoacidos) no gene da endoglina. As mutações incluem deleções, inserções de 

uma ou mais bases, substituições de base. As mutações mais frequentes no gene da 

endoglina são mutações missense, deleções e inserções concentradas nos éxons 3, 4, 

7, 8 e 9 embora todos os éxons possam ser afetados. Para dados foram encontradas 

123 mutações foram encontradas no gene ACVRL1/ALK1 (Anexo 5) e 136 mutações no 

gene da endoglina ate o momento. 
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6. CONCLUSÕES
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1. Nosso estudo demonstrou o alta prevalência da THH tipo 2, que é coerente com 

ascendência étnica da nossa população. 

2. Nosso estudo reforça a heterogeneidade alélica e não alélica molecular da 

doença, com a descrição de três mutações novas. 

3. As novas mutações encontradas em nossa população ocorrem nos éxons onde 

foram descritos os maiores índices de mutações (pontos quentes). 

4. Com os métodos empregados foi possível a detecção do erro molecular em 50% 

dos pacientes (taxa de detecção). 

5. Devido a essa taxa de detecção de mutações no gene ALK-1, o teste diagnostico 

que utilizamos torna-se proveitoso para os pacientes THH2, uma vez que 

possibilita o diagnóstico precoce e o estabelecimento de tratamento antes do 

desenvolvimento de complicações severas. 

6. O aconselhamento genético é o conjunto de informações dado à família com 

relação ao risco de recorrência, prognóstico e possíveis tratamentos para THH. 
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ANEXO 1 

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido de pacientes para participação 

no projeto de estudo intitulado: “ALTERAÇÕES MOLECULARES NOS GENES DA 
ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM 

TELANGIECTASIA HEMORRÁGICA HEREDITÁRIA DOS TIPOS 1 e 2”.  

 

Nome do paciente ......................................................................................................................  

Idade :............... anos          RG: .......................................... HC:...............................................  

Endereço:...................................................................................................................................  

Nome do responsável legal (se paciente menor de idade):......................................................  

RG:................................................... Grau de Parentesco:.........................................................  

Endereço................................................................................................................................... 

 

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, será coletado de 10 a 20 ml sangue 

periférico. Os riscos associados a esse procedimento são mínimos, podendo ocorrer dor e manchas 

roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto será mínimo, pois se trata de uma coleta 

de sangue geralmente da veia do braço que será realizado por profissional treinado e devidamente 

habilitado para realizar esse procedimento. Estou ciente que meus dados serão mantidos em sigilo pelo 

pesquisador. Se alguma alteração for encontrada no meu material genético, os pesquisadores irão me 

explicar o que foi encontrado e o que isso significa. O meu material será guardado no laboratório e se 

alguma outra pesquisa sobre telangiectasia hemorrágica hereditária puder ser feita com esse material, 

primeiramente o estudo deverá ser aprovado pelo Comitê de Ética e pela Comissão Nacional de Ética. Se 

tiver qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar a aluna de doutorado Ângela Maria de Assis (F: 

3521-8661), pesquisadora responsável pelo estudo ou Profa. Dra. Carmem Silvia Bertuzzo (F: 3521-

8709), Profa livre docente na área de Genética Molecular, responsável pelo estudo – UNICAMP. Se tiver 

reclamações sobre qualquer procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do Comitê de Ética 

em Pesquisa da FCM, UNICAMP, F: 3521-8936. 

Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas dúvidas oralmente.  
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................................................................................. 

Assinatura do paciente 

RG: 

 

................................................................................... 

Assinatura do responsável legal 

RG: 

 

.................................................................................... 

Assinatura da aluna de doutorado 

Ângela Maria de Assis 

RG: 37 939 956-8 

 

 

 

Campinas,....../....../...... 
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ANEXO 2 

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido dos indivíduos controle, para 

participação no projeto de estudo intitulado: “ALTERAÇÕES MOLECULARES NOS 

GENES DA ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM 

TELANGIECTASIA HEMORRÁGICA HEREDITÁRIA DOS TIPOS 1 e 2”.  

 

Nome do paciente ......................................................................................................................  

Idade :............... anos          RG: .......................................... HC:...............................................  

Endereço:...................................................................................................................................  

Nome do responsável legal (se paciente menor de idade):......................................................  

RG:................................................... Grau de Parentesco:.........................................................  

Endereço................................................................................................................................... 

 

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, será coletado de 10 a 20 ml 

sangue periférico. Os riscos associados a esse procedimento são mínimos, podendo ocorrer dor e 

manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto será mínimo, pois se trata de 

uma coleta de sangue geralmente da veia do braço que será realizado por profissional treinado e 

devidamente habilitado para realizar esse procedimento. Estou ciente que meus dados serão mantidos 

em sigilo pelo pesquisador. Se alguma alteração for encontrada no meu material genético, os 

pesquisadores irão me explicar o que foi encontrado e o que isso significa. O meu material será guardado 

no laboratório e se alguma outra pesquisa sobre telangiectasia hemorrágica hereditária puder ser feita 

com esse material, primeiramente o estudo deverá ser aprovado pelo Comitê de Ética e pela Comissão 

Nacional de Ética. Se tiver qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar a aluna de doutorado Ângela 

Maria de Assis (F: 3521-8661), pesquisadora responsável pelo estudo ou Profa. Dra. Carmem Silvia 

Bertuzzo (F: 3521-8709), Profa livre docente na área de Genética Molecular, responsável pelo estudo – 

UNICAMP. Se tiver reclamações sobre qualquer procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do 

Comitê de Ética em Pesquisa da FCM, UNICAMP, F: 3521-8936.  Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e 

recebi esclarecimentos sobre as minhas dúvidas oralmente. 
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................................................................................. 

Assinatura do paciente 

RG: 

 

................................................................................... 

Assinatura do responsável legal 

RG: 

 

.................................................................................... 

Assinatura da aluna de doutorado 

Ângela Maria de Assis 

RG: 37 939 956-8 

 

 

 

Campinas,....../....../...... 
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ANEXO 3 

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido de pacientes, para participação 

no projeto de estudo intitulado: “ALTERAÇÕES MOLECULARES NOS GENES DA 

ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM 

TELANGIECTASIA HEMORRÁGICA HEREDITÁRIA DOS TIPOS 1 e 2”.  

 

Nome do paciente ......................................................................................................................  

Idade :............... anos          RG: .......................................... HC:...............................................  

Endereço:...................................................................................................................................  

Nome do responsável legal (se paciente menor de idade):......................................................  

RG:................................................... Grau de Parentesco:.........................................................  

Endereço................................................................................................................................... 

 

Objetivo: O projeto demonstrará quais as alterações moleculares existentes nos genes da activina e 

endoglina dos indivíduos com telangiectasia e se essas alterações estariam influenciando no aumento ou 

diminuição da expressão da proteína. A telangiectasia hemorrágica hereditária tem uma prevalência de 

10-20/100.000 indivíduos brancos sem predileção pelo sexo. 

No Brasil, nenhum estudo foi realizado para determinar as alterações moleculares nos dois genes 

responsáveis pela doença. Estamos realizando este trabalho, para caracterizar as alterações moleculares 

nesses genes uma vez que este conhecimento pode contribuir de forma indireta para a melhoria da 

terapia da telangiectasia. Para isso, como você tem telangiectasia hemorrágica hereditária, estamos 

pedindo sua colaboração. Não há remuneração aos participantes da pesquisa caso você não queira 

participar, não terá qualquer problema. Em nada será alterado o seu tratamento no Hemocentro e no 

Hospital das Clínicas da UNICAMP. Caso concorde em participar, leia atentamente o que está escrito 

abaixo e assine duas vias desse termo. Uma delas será entregue a você. 

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, serão coletados 10 ml de sangue a 

ser colhida em veia de um dos braços. Estou ciente que os riscos do procedimento são os mesmos que 

terei com a coleta das amostras para exames de rotina (hematoma (“roxidão”) no local da coleta de 

sangue). Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto não vai prejudicar o meu 

tratamento na UNICAMP. Sei ainda que meus dados serão mantidos em sigilo pelo pesquisador, e todo 

acompanhamento clinico, genético e psicológico serão realizados pelos médicos hematologistas e 

psicólogos do Hemocentro. O meu material será guardado no laboratório e se alguma outra pesquisa 
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sobre telangiectasia hemorrágica hereditária puder ser feita com esse material, um novo Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLEs) devera ser feito, e o estudo ser aprovado pelo Comitê de 

Ética e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CEP/CONEP). 

Se tiver qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar pela aluna de doutorado Ângela Maria de 

Assis (F: 3521-8661, pesquisadora responsável pelo estudo) ou o Profa. Dra. Carmem Silvia Bertuzzo 

(F: 3521-8709, orientador responsável pelo estudo), Hemocentro, UNICAMP. Qualquer reclamação sobre 

o procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do Comitê de Ética da FCM, UNICAMP, Fone: 

3521-8936. 

Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas dúvidas oralmente. 

 

Nome do paciente ......................................................................................................................  

Idade :............... anos          RG: .......................................... HC:...............................................  

Endereço:...................................................................................................................................  

Nome do responsável legal (se paciente menor de idade):.....................................................  

RG:................................................... Grau de Parentesco:.........................................................  

Endereço................................................................................................................................... 

 

 

 
____________________________________                          ___________________________________ 

      Assinatura do paciente                                                          Assinatura do pesquisador  
 

 

 

 

 

Campinas,........../........./........ 
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ANEXO 4 

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido de controles, para participação 

no projeto de estudo intitulado: “ALTERAÇÕES MOLECULARES NOS GENES DA 
ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM 

TELANGIECTASIA HEMORRÁGICA HEREDITÁRIA DOS TIPOS 1 e 2”.  

 

Nome do paciente ......................................................................................................................  

Idade :............... anos          RG: .......................................... HC:...............................................  

Endereço:...................................................................................................................................  

Nome do responsável legal (se paciente menor de idade):............................................................  

RG:................................................... Grau de Parentesco:.........................................................  

Endereço................................................................................................................................... 

 

Objetivo: O projeto demonstrará quais as alterações moleculares existentes nos genes da activina e 

endoglina dos indivíduos com telangiectasia e se essas alterações estariam influenciando no aumento ou 

diminuição da expressão da proteína.  

No Brasil, nenhum estudo foi realizado para determinar as alterações moleculares nos dois genes 

responsáveis pela doença. Estamos realizando este trabalho, para caracterizar as alterações moleculares 

nesses genes uma vez que este conhecimento pode contribuir de forma indireta para a melhoria da 

terapia da telangiectasia. Para isso, como você não tem telangiectasia hemorrágica hereditária, estamos 

pedindo sua colaboração. Não há remuneração aos participantes da pesquisa caso você não queira 

participar, não terá qualquer problema. Caso concorde em participar, leia atentamente o que está escrito 

abaixo e assine duas vias desse termo. Uma delas será entregue a você. 

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, serão coletados 10 ml de sangue a 

ser colhida em veia de um dos braços. Estou ciente que os riscos do procedimento são os mesmos que 

terei com a coleta das amostras para exames de rotina (hematoma (“roxidão”) no local da coleta de 

sangue). Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto não vai prejudicar o tratamento de 

meu familiar na UNICAMP. Sei ainda que meus dados serão mantidos em sigilo pelo pesquisador. O meu 

material será guardado no laboratório e se alguma outra pesquisa sobre telangiectasia hemorrágica 

hereditária puder ser feita com esse material, um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLEs) devera ser feito, e o estudo ser aprovado pelo Comitê de Ética e pela Comissão Nacional de 

Ética em Pesquisa (CEP/CONEP). 
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Se tiver qualquer dúvida sobre o estudo poderei procurar pela aluna de doutorado Ângela Maria de 

Assis (F: 3521-8661, pesquisadora responsável pelo estudo) ou o Profa. Dra. Carmem Silvia Bertuzzo 

(F: 3521-8709, orientador responsável pelo estudo), Hemocentro, UNICAMP. Qualquer reclamação sobre 

o procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do Comitê de Ética da FCM, UNICAMP, Fone: 

3521-8936. 

Eu li/ouvi o conteúdo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas dúvidas oralmente. 

 

Nome do paciente ......................................................................................................................  

Idade :............... anos          RG: .......................................... HC:...............................................  

Endereço:...................................................................................................................................  

Nome do responsável legal (se paciente menor de idade):.......................................................  

RG:................................................... Grau de Parentesco:.........................................................  

Endereço................................................................................................................................... 

 
 

 

 

 
____________________________________                           ___________________________________ 

      Assinatura do paciente                                                          Assinatura do pesquisador  
 

 

 

 

 

Campinas,........../........./........ 
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Anexo 5 

             no     Localização   Tipo     Mudança de Nucleotídeo                       Consequência 
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Continuação... 

             no     Localização   Tipo     Mudança de Nucleotídeo                       Consequência 
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9. APÊNDICE 
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