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RESUMO

A Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (THH) é uma desordem autossémica
dominante caracterizada por epistaxe recorrente, telangiectases mucocutanea,
hemorragia gastrointestinal, e malformacéao arteriovenosa pulmonar (PAVM), cerebral e
hepatica.

A prevaléncia da doencga é de 1/5000 e a mortalidade relatada da doenga entre
pacientes jovens quando comparado com aqueles com mais de 60 anos é de 36%.

Dois genes da superfamilia de receptores para TGF-B tém sido relacionados com
THH, o gene da endoglina e o gene da activina (activin receptor-like-kinase). Estes
genes sao altamente expressos em células endoteliais e outros tecidos altamente
vascularizados como pulméo e placenta.

Mutagdes no gene da endoglina causam a THH tipo 1 que é caracterizada pela
alta incidéncia de malformacao arteriovenosa pulmonar sintomatica (PAVMs). Mutagcdes
no gene da activina levam a THH tipo 2 caracterizada por epistaxe recorrente e
malformacao arteriovenosa gastrointestinal.

Foi objetivo deste trabalho realizar uma triagem de mutagdes na regido
codificadora dos genes ALK-1 e endoglina em doze pacientes portadores de THH
atendidos no Hemocentro da Unicamp. A abordagem metodolégica incluiu a
amplificagdo dos exdns dos genes da activina e endoglina seguida pela técnica de
PCR/CSGE, clonagem e sequenciamento. Dos doze pacientes estudados, sete
apresentaram alguma alteracdo molecular, destes trés pacientes apresentaram uma
delecao de um nucleotideo T na posicao 913 no exon 7, um paciente apresentou uma
insercdo de um nucleotideo G na posicdo 204-205 no exon 3 e trés pacientes
apresentavam uma mutagdo misense nos exons 7 e 8 na posicdo 976 e 1204
respectivamente.

Nossos resultados mostraram que a THH tipo 1 e tipo 2 sdo raras no Brasil e
todas as mutacdes citadas na tabela IV e Figura 10 sdo novas, somente a mutacao

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-p 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 9933 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 SureClone™ ligation kit vector system and sequenced
using the DYEnamic ™ 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

Xiv



éxons 3 (¢.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 ALKT 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.

XV



1. INTRODUCAO




Telangiectasia Hemorragica Hereditaria

1.1. Historico

A Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (THH), ou Sindrome de Osler-Rendu-
Weber (ORW) foi descrita primeiramente pelo medico inglés Henry Gawen Sutton em
1864 como uma alteracdo que se desenvolve com a epistaxe e degeneracdo do
sistema vascular. Em 1865, Benjamin Guy Babington descreveu o caso de um paciente
com epistaxe hereditaria, sendo esta doenca discutida mais tarde por Jonh Wickham
Legg (1876) e por Chiari (1887) que observaram a ocorréncia familiar da doenga, mas
nao foram capazes de distingui-la da hemofilia (Sadik et al 2006). Em 1896 Henri Rendu
reconheceu, pela primeira vez, a combinacado de epistaxe hereditaria e telangiectasia
como uma condicao diferente da hemofilia. Ele fez uma descricdo detalhada de um
paciente com epistaxe recorrente e registrou a presenca de mudltiplas pintas

hemangiomatosas na face, tronco, labios, lingua e palato (Rendu, 1986).

Contribuicbes subsequentes para o conhecimento da doenca surgiram nos
trabalhos de William Bart Osler em 1901, o qual, pela primeira vez, descreveu
completamente a doenga enfatizando a natureza familiar através de trés casos de
pacientes, dois deles eram provenientes de uma familia onde a epistaxe ocorria em
sete membros. Em 1907 Frederick Parkes Weber seguiu com a descricao de casos de
pacientes com multiplos angiomas associados com hemorragia recorrente, 0 que levou
a designacgao da doenga de “Sindrome de Osler-Rendu-Weber”. Em 1909 Hanes criou 0
termo “Telangiectasia Hemorragica Hereditaria”, reconhecida pelas trés caracteristicas
que definiram a doenca: a epistaxe recorrente, telangiectasias e historia familiar de

quadros hemorragicos (Fuchizaki et al., 2003 (Sadick et al., 2005 Sadik et al., 2006).
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1.2. Aspectos Epidemioldgicos

A THH ocorre em uma ampla distribuicdo geografica entre muitos grupos étnicos
e raciais. A incidéncia 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 numero seja mais elevado em
algumas regides, como em Ain, na Franga, 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 Japéo com 1:8000 (Dakeishi et al., 2002) no estado de Vermont, nos Estados
Unidos, com 1:16.500 (Guttmacher et al., 1994; Guttmacher, dados n&o 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 distribuicdo da THH € igual para ambos os sexos afetados, sendo que a
heranca de uma Uunica cépia mutante € capaz de transmitir a doenca aos seus
descendentes, apesar da predominancia caucasiana, ha relatos da doenca em todas as

ragas, incluindo asiaticos, arabes e africanos (Kjeldsen et al 2005).

A mortalidade da doenga por complicagbes € 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
epidemioldgico da doenga a relagdo foi de 6:100.000 pessoas o que ainda € aceito e

citado por muitos autores ate 0 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

1.3. Manifestacoes Clinicas

As manifestagdes clinicas sdo secundarias a sangramentos, podendo afetar
qualquer parte do organismo. Em 90% dos casos a epistaxe recorrente (sangramento
nasal) € o sintoma mais comum, devido ao fato da mucosa nasal apresentar fragilidade
capilar e ter maior acesso ao trauma direto e consequentemente ocorrem lesoes
espontaneas das telangiectasias presentes nas mucosas, superficie da lingua, labios,
face, conjuntiva, orelhas e dedos (Edwards and McVaney, 2005). Cerca de 50% dos
pacientes apresentam o primeiro episodio 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 avanco da idade, com a gravidez e ap06s a menopausa, devido aos niveis
flutuantes de estrégeno na mucosa. Outros fatores que influenciam sao: puberdade,
menstruacdo e uso de anticoncepcionais orais, bem como estresse, alcool e mudanca
de temperatura (Haitiema et al, 1996, Aassar et al., 1991, Guttmacher et al., 1995).

A doenca pode acometer outras regides do organismo, como olhos, pele,
pulmoes, cérebro, sistema nervoso central, tratos gastrointestinal e geniturinario. O
otorrinolaringologista € geralmente o primeiro médico a prestar assisténcia, este
deve estar apto a realizar o diagnéstico, para que o tratamento seja precocemente
estabelecido evitando complicacées (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.



O comprometimento mucoso-cutaneo inclui telangiectasias maculares de 1 a 3

mm de diametro. A tabela abaixo mostra a ordem e frequéncia que as lesées ocorrem:

Orgaos mais afetados na THH Ordem de frequéncia
Nariz 68~100%

Septo

Corneto inferior
Vestibulo

Assoalho da fossa
Corneto médio

Mucosa nasal posterior

Face (63%)
Maos e punhos (37%)
Toérax (8%)
Pernas (3%)
Pés (2,7%)
Abdome (2,7%)
Costas (2,4%)
Pescoco (2,4%)
Lingua

Labios

Gengiva

Palato

Mucosa jugal
Orofaringe

Pele ~75%

Cavidade Oral 58~79%

OOk WON IO NDORE O~ 0N

Trato gastrointestinal 13~44%
Pulmao 14~30%

Olhos 16~35% 1. Retina
2. Conjuntiva

Cérebro 5~15%

1.4. Evolucao de telangiectasias cutaneas em THH

As anormalidades da estrutura vascular na THH foram evidenciadas a partir da
década de 70 com a utilizacdo de microscopia eletrénica (Jahnke, 1970), mas foi
somente em 1990 que Braverman e cols obtiveram um cenario mais preciso do
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surgimento e evolucdo dessas lesbes que sao responsaveis pelas manifestacdes
clinicas da doenca. Analisando as telangiectasias sob microscopia Optica e eletrbnica
em varios estagios de sua evolucao, foi observado que o estagio mais precoce da
formacao das telangiectasias iniciam-se com a dilatagdo das arteriolas e vénulas pés-
capilares na derme com diametros de 1.2 mm formando um infiltrado monocitario ao
seu redor (Fig 1A) os quais contém na sua estrutura poucas camadas de musculo liso e
praticamente auséncia de fibras elasticas (Fig 1B). Com o desenvolvimento da lesao,
as vénulas se tornam marcadamente dilatadas e preenchidas de sangue sem nenhuma
funcdo contratil para drenar o sangue, fazendo com que a pressdo do sangue passe
para os capilares e arteriolas que também tem deficiéncia de fibra elastica, promovendo
assim uma dilatacdo (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 degeneracgéo endotelial, os defeitos
na funcao endotelial e a fragilidade do tecido conjuntivo perivascular sdo fatores que
contribuem para a formacao das telangiectasias (Guttmacher et al,, 1995). O mesmo
mecanismo fisiopatolégico de formacado das telangiectasias mucocutaneas pode
explicar a formagdo de lesGes maiores, como fistulas/malformagdes arteriovenosas
encontradas no pulmé&o, no trato gastrointestinal e cérebro de alguns pacientes. O tipo
de lesdo vascular causada pela doenca encontrada no cérebro pode variar de
pequenas telangiectasias a grandes malformacdes arteriovenosas, passando pela
formacao de aneurismas (Edwards and McVaney, 2005). O surgimento destas lesdes
depende de uma serie de fatores como falta de resisténcia capilar, a deficiéncia de

fibras elasticas, a degeneragdo das fibras musculares das arteriolas, os defeitos nas



juncdes intercelulares do endotélio e a fragilidade do tecido perivascular que levam ao

agravamento e prolongamento do sangramento (Harrison, 1982).

Figura 1: Evolucao da telangiectasia cutdanea. Na pele normal as arteriolas estdo conectadas nas
vénulas através de multiplos capilares, os vasos apresentam diametro e forma normais, (a ultraestrutura
de uma vénula poscapilar normal € mostrada no corte transversal no centro, incluindo o limen) (L) (1A).
Num estagio ainda precoce da telangiectasia, uma Unica vénula torna-se dilatada e esta, estd conectada
com uma arteriola através de um ou mais capilares, ha infiltrados linfociticos perivascular aparente (na
seta) (1B). Numa telangiectasia bem desenvolvida ocorre uma dilatagdo importante de vénulas, capilares
e arteriolas na derme, com presenga de infiltrado linfocitico perivascular. Arteriolas dilatadas comunicam
diretamente com as vénulas sem intervencao capilar, a parede espessa da vénula (mostrada no corte
transversal) contém véarias camadas de célula do musculo liso. Ha um aumento de didmetro das vénulas

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

1.5. Diagnostico

O diagnéstico da THH baseia-se na presenca de pelo menos trés das quatro

principais caracteristicas clinicas (critérios de Curagau) além da avaliagédo clinica do



paciente e histéria familiar, no entanto essas caracteristicas nao ocorrem na totalidade
dos casos: 1) epistaxe espontanea recorrente; 2) presenca de telangiectasia
mucocutanea, especialmente na cavidade oral, lingua, boca, dedos e nariz; 3)
Malformagdes arteriovenosas (AVMs), incluindo pulmonar, cerebral, hepética e
gastrointestinal; 4) evidéncia de um padrdo de heranga autossémica dominante
(parente de primeiro grau com THH); 5) evidéncia de acometimento visceral (Plauchu et
al 1989, Gluckman et al 1994, Kjeldsen et al 1999). Muitos autores estabelecem o
diagnéstico de THH na presenca de pelo menos duas destas manifestacbes e mais

algum envolvimento visceral bem documentado.

Os exames laboratoriais sdo inespecificos, pois na maioria dos casos, o0 tempo
de coagulagao, sangramento, protrombina e a contagem de plaquetas estdo dentro da
faixa de normalidade. A anemia observada nos pacientes com essa doenca quase
sempre é do tipo ferropriva, em consequéncia dos sangramentos. Os melhores métodos
de diagnédsticos complementares sdao a angiografia, tomografia computadorizada
helicoidal de alta resolucdo, angiografia raios-X e a endoscopia digestiva. Os
diagnésticos diferenciais dependem dos 6rgaos mais acometidos pela doenca. As
manifestagdes clinicas da THH sdo altamente heterogéneas entre as familias, bem
como dentro da mesma familia, acredita-se que fatores genéticos e epigenéticos estao

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

As trés caracteristicas classicas descritas ha mais de um século (epistaxe,
telangiectasias, ocorréncia familiar) ainda permite um diagnostico confidvel e

relativamente simples, baseando-se apenas na historia clinica e exame fisico.



Para casos duvidosos pode ser util aplicar os critérios diagnésticos para THH
estabelecidos pelo comité cientifico da HHT Foundation Institute em 1999, conhecidos

como critérios de Curacau.

Critérios de Curacau (1999)

1. Epistaxe Sangramentos nasais recorrentes

2. Telangiectasias Multiplas, em regibes caracteristicas:
. Labios
o Cavidade oral
. Dedos
. Nariz

3. Lesbes Viscerais Tais como:

o Telangiectasias gastrointestinais
¢ MAV’s pulmonares
¢ MAV’sdo SNC

4. Historia Familiar Parente de 12 grau com THH de acordo
com estes critérios

O Diagnostico de THH é:

Definitivo Se 3 critérios estao presentes.
Possivel/Suspeito Se 2 critérios estao presentes.
Improvavel Se menos de 2 critérios estao presentes

1.6. Tratamento

O tratamento inclui resseccao cirurgica, ligadura arterial e embolizagdo. O
objetivo do tratamento € promover o controle da doenca o maior tempo possivel, com o
minimo de intervencdes, tentando evitar sequelas (Rebliz et al 1995). Alguns episddios
de sangramento agudo podem ser controlados por compressao manual, tamponamento
nasal anterior e/ou posterior, bem como cauteriza¢des. A cauterizacdo, quando utilizada
repetidas vezes, pode levar a necrose, sinéquias e até mesmo perfuracao septal (Pau

et al 2001). Para sangramentos mais intensos, dispée-se de embolizacdo e ligadura



arterial, que geralmente apresentam bons resultados em curto prazo. Porém, estes
métodos tornam-se inefetivos a partir do momento em que a circulagdao colateral se
reestabelece na mucosa nasal, 0 que geralmente ocorre, pois a doenga apresenta
carater persistente. Outras opcbdes de tratamento incluem o uso do acido
aminocaproico, terapia estrogénica, fotocoagulacdo a laser, bem como braquiterapia
intranasal com iridio 192 (192 Ir) (Rebliz et al 1995).

A terapia estrogénica leva a 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 cancer endometrial na
pds-menopausa em mulheres (Gluckman and Portugal, 1994).

A cauterizacao a laser pode substituir a quimica, 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 crbnicas sao citados a
septodermoplastia, a técnica de Young modificada e retalhos cutaneos e miocutaneos.
A septodermoplastia é considerada padrao ouro de tratamento, quando todas as outras
formas foram inefetivas. A técnica consiste em remog¢do da mucosa do septo nasal,
sendo substituida por um fino enxerto de pele. Esse procedimento promove melhora
temporaria dos sintomas, devido ao reaparecimento de teleangiectasias no proéprio
retalho. O uso de membrana amnidtica 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 Hemorragica Hereditaria THH é uma desordem vascular
multissistémica, transmitida sob padrdo de heranca autossémica dominante, por isso,
os individuos afetados sao heterozigotos ja que a forma homozigota é considerada letal.
Tanto a THH tipo 1 quanto a tipo 2 sao 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 fenétipo da doenca em
diferentes pacientes. Essa hipbtese estd baseada no estudo genético de diferentes
familias com THH, nas quais foram possiveis a identificacdo de genes distintos
envolvidos na patogénese da doencga. O ponto comum entre esses genes é que todos
eles parecem codificar a mesma proteina relacionada ao mecanismo de acéao do fator
transformador de crescimento beta (TGF-B) que esta diretamente evolvido no
crescimento, reparo, diferenciacdo e remodelamento dos vasos sanguineos (Lamouille

et al, 2002).

Ate 0 momento quatro genes diferentes foram identificados como responsaveis
pela THH (THH tipo 1, THH tipo 2, THH tipo 3 e THH tipo 4), sendo a THH tipo 2 a mais
frequente. Ambas mutacbes em genes que codificam proteinas transmembrana
envolvidas na via de sinalizacdo do fator de crescimento de transformacao (TGF-B) séo

predominantemente expressas no endotélio vascular (Cole, 2005).

O gene responsavel 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 braco longo do cromossomo 9 (9g33-34) constituido por 15 exons sendo
que o exon 9 se divide em 9A e 9B (Figura 3). A endoglina € uma proteina auxiliar de
transmissao de sinais do exterior ao interior das células do complexo TGF-B, € expressa
nas células endoteliais, especialmente nas membranas de arteriolas, vénulas e
capilares, funcionam como receptor tipo 1 para TGF p (McAllister et al, 1994a). O TGF-
B € uma proteina que controla a proliferacédo, diferenciacao celular e outras funcdes na

maioria das células (Lebrin et al 2005).

O segundo gene responsavel pela THH (tipo 2) € o gene da activina (ORW2 ou
ALK-1) que se encontra no brago curto do cromossomo 12 (12q11-q14) e codifica outro

receptor para o TGFp (receptor tipo 1) (Johnson et al, 1995).

O terceiro gene envolvido na THH (THHS3) foi identificada em 2005 por Cole e
colaboradores através do estudo de analises de ligacdo de um novo l6cus mapeado no

cromossomo 5g31.3-q32.

Como os dois primeiros genes (ALK1 e ENG) identificados codificam proteinas
envolvidas na sinalizacao da superfamilia de TGF-B, o gene responsavel pela THH3
também codifica uma proteina envolvida na sinalizagdo Smad/TGF-p em conformidade
com os padrées de expressdo de ENG e ALK-1 que séo proteinas 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 regidao de 7Mb no cromossomo
7p14. Esta regido foi confirmada pela analise de haplétipos, as caracteristicas das

familias estudadas eram epistaxe recorrente, telangiectasias mucocutaneas, PAVMs e
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CAVMs, sendo que um membro da familia do sexo feminino apresentava hipdxia
sintomatica, multiplas PAVMs tratada com embolizacdo transcateter, sugerindo
fortemente a presenca de uma displasia vascular multisistémica hereditaria. Notaram
que a freqléncia e a severidade da epistaxe nesta familia foi menor que aquelas
tipicamente observadas em outras formas de THH.

Todos os tipos resultam no desenvolvimento de vasos sanguineos anormais
incluindo telangiectasias na mucosa oral, nasal, trato gastrointestinal e malformacao
arteriovenosa visceral (AVMs). Ha uma diferenca sutil entre os fenétipos THH1 e THH2,
pacientes THH2 apresentam pouca AVMs pulmonar e o fenétipo THH é mais brando,
mas carregam um alto risco de desenvolver THH relacionada com hipertenséo arterial

pulmonar (McDonald et al 2000).

Clinicamente, ambos os tipos THH1 e THH2 sao indistinguiveis apesar de alguns
estudos terem demonstrado uma baixa penetrancia do gene ALK-1 (activin receptor-like
kinase 1) com uma manifestacdo tardia da THH2, enquanto que em THH1 ha uma
elevada freqiéncia de malformacéo arteriovenosa pulmonar (MAVPs) (Berg et al., 1997;
Oliviere et al., 2002). Além disso, a predominancia de THH1 ou THH2 parece estar
correlacionada com a localizacao geografica, enquanto que a THH1 é mais abundante
na America do Norte, Canada e na populacado do norte da Europa (Abdalla et al 2000;
Oliviere et al 2002; Letteboer et al 2005). A THH2 & predominante nos paises do
mediterraneo como ltalia, Franca e Espanha (Lastella et al., 2003; Lesca et al., 2004;

Fernandez et al., 2006).
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1.8. O gene da activina (ALK-1)

As activinas (ALK1/ACVRL1 locus activin receptor-like kinase 1) sdo um grupo de
receptores transmembrana serina/treonina-quinase que compreende sete membros
(ALK1-7) pertencentes a superfamilia TGF-p que sédo proteinas sinalizadoras (ten Dijke
et al., 1993).

A regiao codificante do gene ALK-1 esta dentro de uma regido de 9 éxons num
espaco de 15 kb no DNA gendmico (Berg et al 1997). O gene ALK1 & um receptor tipo |
transmembrana para TGF-, com um dominio extracelular rico em cisteina e um

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

Dominio ™ CT
extracelular

Figura 2: Representacao diagramatica do gene ALK-1. (EC - Dominio extracelular; TM — dominio
transmembrana; CT — dominio citoplasmatico). Os éxons sao os cilindros verdes (numerados 1-10) para
a regido codificante e as barras entre 0os exons representam os introns regides nao codificantes. Os
ndmeros nos éxons estdo representados em nimeros arabicos. Mais de 100 mutacdes tém sido descritas
no gene ALK-1 com predominancia de mutacdes “missense” no dominio kinase intracelular (éxons 7 e 8).

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

1.9. A Endoglina (ENG)

A endoglina € uma glicoproteina homodimérica integral de membrana expressa

em altos niveis em células endoteliais de capilares, arteriolas e vénulas (Gougos &
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Letarte, 1990). A endoglina liga-se com alta afinidade ao TGF-p1 e TGF-33. Em células
endoteliais a endoglina € a proteina mais abundante ligada ao TGF-p (Cheifetz et al.,
1992). Na presenca do ligante TGF-g, a endoglina pode associar-se com receptores | €
Il (RI; RII) para iniciar uma resposta capaz de estimular o TGF-g. O gene da endoglina
compreende 14 éxons, no entanto alguns deles sdo suficientemente pequenos para

permitir a amplificacdo da PCR como mostra a figura 3, tabela Il.

Dominio extracelular CT ™

Figura 3: Representacao diagramatica do gene ENG. (EC — Dominio extracelular; TM — dominio
transmembrana; CT — dominio citoplasmatico). A regido codificante de ENG esta dentro de 14 éxons,
marcados pelos cilindros azuis, no intervalo entre os éxon estéao os introns. Dos 14 éxons o 1°, 32, 8% e 9°
sdo muito pequenos para permitir amplificagdo por PCR. As mutagdes associadas ao THH1 tém sido
mostradas nos 12 primeiros éxons correspondendo ao dominio extracelular (Adaptado por Abdalla e,
Letarte, 2006).

1.10. Modelo Animal

A utilizacao de modelos animais em pesquisas vem sendo realizada desde a
antigliidade para estudo das mais diversas doengas humanas. Alguns trabalhos tém
sido desenvolvidos com a utilizagdo 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
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” morrem no 112 dia de gestagdo, além de

enquanto que camundongo Eng
apresentarem auséncia de organizacao vascular, falha no remodelamento endotelial,
cardiaco e formacado de musculatura lisa. Em camundongos deficientes em TGF-§ a
vasculogenese nao foi afetada mesmo sabendo que a endoglina € essencial para a

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

2001).

Foi observado que animais deficientes de endoglina, TGF-B1 e receptor II,
morrem no 11° dia de gestagdo mostrando pouco desenvolvimento da musculatura lisa
vascular e uma interrupcao na remodelacao endotelial. Camundongos deficientes de
TGF-B1 morrem apds o nascimento com doencas inflamatérias severas. Camundongos
ENG/ALK-1"" morrem no 10° dia com defeito no desenvolvimento vascular e cardiaco,
por outro lado camundongo ENG/ALK-1*" apresenta sinais da doenca, 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-8

O TGF-B é uma proteina multifuncional de 25kDa que esta envolvida em diversos
processos  biolégicos incluindo proliferacdo celular, adesdo, diferenciacéo
hematopoiética fatores de crescimento transformantes, activinas e proteinas
morfogenéticas ossea (BMPs). Vérios trabalhos tém demonstrado a importancia do
TGF-B na complexa cascata de eventos que leva a formacgéo de vasos sanguineos. Sua
sinalizagdo € requerida no primeiro estagio do desenvolvimento vascular, a

vasculogénese, quando as primeiras redes de capilares primarias sdo formadas e
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interconectam. O segundo estagio do desenvolvimento vascular é a angiogenese que
envolve a remodelacdo da rede endotelial primaria no sistema circulatério primario,
onde o TGF-B modula varios processos em células endoteliais incluindo migracao,
proliferacdo, adesdo, organizacao e composi¢cao da matriz extracelular (Lebrin et al
2005; Dean et al., 1999; Sabaa et al., 2001, Attisano et al., 1993; Carcamo et al., 1994;

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

1.12. Via de sinalizacao TGF-

A sinalizacdo do TGF-B é mediado pela familia de receptores quinase
serina/treonina tipo | de 53kDa e tipo Il de 75 kDa. A sinalizagdo do TGF-B ocorre via
formacao de complexos heteroméricos consistindo de receptores tipo | e Il. O TGF-p
liga-se com alta afinidade ao receptor tipo Il resultando no recrutamento do receptor tipo
| (ALK), para formar o complexo receptor-ligante. Sob dimerizacdo, o receptor tipo |l
fosforila o receptor tipo | no cluster de glicina e nos residuos de serina presentes
préximos a membrana, conhecidos como dominio GS. Uma interrupcéo na sinalizacao

TGF-B implica em varias doencas humanas (Massague, 1998, Itoh et al, 2000).

Foram descritos trés classes de receptores de ligantes TGF-B, os de tipo | (ALK-
1 e 5), os do tipo Il (TBRII) e os do tipo Il (endoglina e betaglicano) (Lebrin, et al.,

2005).

Tanto o receptor tipo | como o receptor tipo Il contém um dominio serina treonina
quinase em sua porcao intracelular. Os receptores tipo | (ALKs 1 e 5) ndo podem se

ligar ao receptor tipo Il se este ndo estiver ativado (Attisano et al., 1992).
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Um dos caminhos de sinalizacao € ativado por membros da superfamilia TGF-3
envolvendo as proteinas Smad (Figura 4), que desempenham um papel fundamental na
transmissdo dos sinais da superfamilia TGF-B da superficie da célula para o nucleo.
Elas sao as principais moléculas de sinalizacdo que atuam abaixo do receptor serina
treonina kinase (Miyazono et al., 2001). As Smads sao classificadas em trés subclasses
de acordo com as diferencas nas suas funcdes: os receptores Smads (R-Smads), as
Smads colaboradoras (Co-Smads), e as Smads inibidoras (I-Smads). As R-Smads sao
divididas em duas subclasses: Smad2 e Smad3, as quais sao ativadas pelas activinas e
pelo receptor tipo I, o qual é ativado por TGF- ou ALK-4, 5 e 7. As Smadi, Smad5 e
Smad8 séo ativadas pelo receptor tipo I, o qual é ativado por BMP ou ALK-3 ou ALK-6.
As Smads 1 e 5 sdo 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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Co-R (Endoglin)* (Endoglina)*=—>THH1

(ALK1)y* =———b THH2

Gene Responses

Figura 4: Sinalizacdo do TGF-f - No espaco extracelular o TGF-B liga se diretamente ao receptor Il (RII)
o qual recruta o receptor tipo | (ALK-1) formando um complexo heteromerico na superficie celular. Estes
complexos contem uma endoglina receptora auxiliar que também se liga a este complexo e fosforila o
receptor | (RI). O receptor | ativado transmite sinal direto para o nicleo através da familia de proteinas 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 nucleo para se associar ao DNA no ndcleo da célula e
interagir com varios outros fatores de transcricdo para regular a transcricdo do gene e mediar os efeitos
de sinalizagdo para superfamilia de receptores em resposta a TGF-B. A R-Smad é um receptor
dependente de Smad; I-Smad é uma Smad inibitéria; Co-Smad € uma Smad colaboradora; ALK1 é um
receptor tipo | em THH2; Endoglina é um receptor auxiliar para TGF-p em THH1 (Adaptado por
Fernandez-L, 2006).
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1.13. Equilibrio entre TGF-B/ALK 1 e TGF-B/ALK5 em células endoteliais

A existéncia 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-B/ALK5 e TGF-B/ALK1, demonstrando que a
atividade kinase de ALKS5 é essencial para ativagdo de ALK1 e que ambas séo
necessarias para a sinalizacdo de TGF- em células endoteliais. Embora ALK1 e ALK5
possam induzir resposta celular oposta: com a ligacao TGF-B/ALK1 ocorre a migracao e
proliferacdo de células endoteliais, enquanto que a ligacdo TGF-B/ALK-5 inibe esses
efeitos e promove a deposicdo de matriz extracelular (Figura 5). Estes dois efeitos
correspondem as duas fases distintas do processo angiogénico: quiescéncia (auséncia
de proliferacdo, deposicao da matriz extracelular recrutamento das células do musculo
liso e estabilizacdo dos vasos) versus ativacdo do endotélio (proliferacao e migracao
das células endoteliais para formar novos vasos) (Figura 5), este antagonismo é
exercido a nivel molecular via R-Smad (Massagué, 1998, Attisano et al 1993, Lin et al

2002).
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Figura 5: Sinalizacdo dos receptores tipo | TGF- B/ALK1 e TGF- B/ALK5 em célula endoteliais (adaptado
por Fonsatti, 2003). ALK1 e endoglina estdao contribuindo na via de sinalizacdo de TGF-B/Smad,
mantendo assim o nivel de endoglina para satisfazer as necessidades fisiolégicas das células endoteliais.
A falha na sinalizagdo cooperativa em HHT1 e HHT2 seja endoglina ou ALK1 tem como resultado, a
expressdao da endoglina abaixo de um limiar critico levando a deficiéncia na sinalizagdo do TGF-B,
formacao do citoesqueleto anormal e formacédo do tubo em células endoteliais em THH. Estas funcdes

celulares endoteliais alteradas podem explicar o fenétipo THH. Adaptado de Fernandez et al, 2006.

1.14. Justificativa

A telangiectasia hemorragica hereditaria € uma doenca rara ainda nao foi
estudada na populacdo brasileira. As manifestacées clinicas da THH sao epistaxis
recorrente, telangiectasia cutdneo-mucosa da face, das maos e da cavidade oral sédo os
sintomas clinicos mais frequentes, alem do trato gastrointestinal e a associacdo com
lesbes cerebrais e pulmonares vem se tornando fonte crescente de morbidade e
mortalidade.
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O diagnostico da THH é realizado pela histéria clinica de sangramento recidivos,
histéria familiar de quadros hemorragicos e presenca de lesbes telangiectasicas
multiplas. As anormalidades vasculares no trato gastrintestinal e hepatico, pulmao,
circulagdo e cerebral sdo investigadas por no minimo um método diagndstico objetivo
semelhante a endoscopia, ultrassom e/ou tomografia computadorizada ressonancia

magnética e a angiografia.

Em funcédo disso as analises moleculares para identificacdo de mutacdes nos
genes ALK-1 e ENG contribuira para um diagnostico precoce da doenga analisar se
existe uma correlagdo entre a gravidade da doenga com as possiveis alteragdes
moleculares, baseado nesta relacao propor uma terapéutica que possa melhorar o
estado clinico do paciente.
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2.

OBJETIVOS
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Caracterizar as bases moleculares da Telangiectasia Hemorragica Hereditaria
nos pacientes brasileiros, por meio de estudos da regidao codificadora dos genes

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

Correlacionar a presenca de mutagcdes nos genes ALK-1 e ENG com as

caracteristicas clinicas da THH tipo 1 e tipo 2.
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3. CASUISTICA E METODOS

25



CASUISTICA

3.1. Pacientes e controles

Foram analisadas 10 familias com telangiectasia hemorragica hereditaria
diagnosticadas e acompanhadas no Hemocentro da UNICAMP, sendo que o
diagnéstico da THH foi realizado pela histéria clinica de sangramento recidivos, historia
familiar de quadros hemorragicos e presenca de lesdes telangiectasicas multiplas. As
anormalidades vasculares no trato gastrintestinal e hepatico, pulmao, e circulagdao
cerebral foram investigadas por, no minimo, um método diagndstico objetivo
semelhante a endoscopia, ultrassom e/ou tomografia computadorizada. As amostras de
DNA foram extraidas 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 Sédo Paulo. Os dados clinicos dos pacientes encontram-se resumidos na

Tabela lll.

Foi realizada uma triagem em 126 individuos sadios a procura das mutagdes

identificadas nos pacientes.

3.2. Aspectos éticos

“*

O Projeto intitulado “ Alteragdes moleculares nos genes da activina (activin
receptor-like kinase-1-ALK-1) e endoglina (ENG) em telangiectasia hemorragica
hereditaria dos tipos 1 e 2” foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias 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 Comité Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) em 25/03/2004 (registro CONEP: 9663), parecer no 527/2004
segundo as determinacdes do Conselho Nacional de Saude (Resolucdes 196/96 e

251/97).

Todos os pacientes envolvidos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Os TCLEs para este estudo contém justificativa, os objetivos e os
procedimentos da pesquisa, os desconfortos e riscos possiveis e beneficios 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 assisténcia médica
comprometida, o nome e telefone dos pesquisadores para esclarecer eventuais

davidas, bem como o telefone do Comité de Etica em Pesquisa (Anexos 1-4).

METODOS
3.3. Extracao 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. Apés o descarte do
plasma, os eritrocitos foram lisados com uma mistura das solucbes de cloreto de
aménio (NH4Cl) 0,144 M (cinco vezes o volume de células) e bicarbonato de aménio
(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 leucécitos foram

lisados com lavagens de solucao TKM1 (Tris-HCI 10mM (pH=7,6); KCI 10mM; MgCl>
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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 nao continha nenhum desses dois
ultimos especificados; o sobrenadante foi descartado e apds essa etapa, foi
acrescentada, ao precipitado, a solucado TKM2 (0,8ml da solucdo contendo Tris-HCI
10mM (pH=7,6); KCI 10mM; NaCl 0,4 M; MgCl, 10mM; EDTA 2 mM; 0,025ml de
duodecil sulfato de sédio (SDS) 20%. Em seguida o material foi incubado durante 40
minutos a uma temperatura de 56°C e entéo 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 precipitacdo do DNA. O precipitado foi lavado em 1,0 ml de alcool 70%
gelado e a seguir foi centrifugado. Descartado o sobrenadante, o DNA precipitado foi
seco a temperatura ambiente e solubilizado em agua destilada, deionizada e estéril
(dH20); sendo deixado por 8 horas em banho-maria a 37°C, ou levado a uma
temperatura de aproximadamente 4°C, por 16 horas e sua concentragdo foi estimada
em espectrofotdbmetro, por meio do valor da densidade éptica em comprimento de onda

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

3.4. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase seguiu 0 método descrito por Saiki et al.
(1985 e 1988) com algumas modificagdes. A orientagédo dos “primers” (segmentos de 20
- 30 nucleotideos) faz com que a sintese do DNA ocorra na regido interna entre eles.

Desse modo, o produto da extensdo de um “primer” é utilizado como substrato para o
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outro, o que resulta em cada ciclo, na duplicagdo da quantidade de DNA sintetizada no
ciclo precedente. Assim, o numero de cépias do fragmento alvo tem um aumento
exponencial, o que faculta no final de 30 ciclos um aumento da ordem de 10° cépias,
partindo-se de uma unica célula (SAIKI et al., 1985). A reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) (Kary Mullis et al., 1988) foi realizada para a amplificacdo dos diferentes éxons
do gene ALK-1 e endoglina. Para isso utilizou-se 0,5ul de DNA gendémico (100ng),
5pmoles de cada “primer” (Shimizu et al, 2001), 200uM da mistura de nucleotideos
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), tampao da enzima 10X (50 mM de cloreto de potéassio,
10mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) e 0,02 unidades de

Taqg DNA polimerase em um volume final de 15ul.

Cada ciclo de reacdo de amplificagdo consiste na desnaturagéo inicial a 94°C por
5 minutos (1 ciclo), desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 57°C por 45
segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto (35 ciclos), e extensdo final a 72°C 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 | e Il. Os produtos da reacéo
foram submetidos a eletroforese em gel agarose 1,5% corado com brometo de etideo e

visualizados em iluminagao ultravioleta.
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Tabela I:

dos amplicons para o gene ALK-1.

Sequéncias de oligonucleotideos, condicbes de anelamento e tamanho

ALK-1 Seqliéncias
Exon Sense (S) Anti-sense (AS) Temperatura Referencia PCR (bp)
5 3 5 3 anneling (°C)
1 CTCTGTTTTCCTCTGGGCA TACATTCTCCCCAGCTTCTCAA 57 Berg et al., 1997 266
1] AGCTGGACCACAGTGGCTGA.. GGAGGCAGGGGCCAAGAAGAT 55 Berg et al., 1997 345
\Y AGCTGACCTAGTGGAAGCTGA CTGATTCTGCAGTTCCTATCTG 56 Berg et al., 1997 318
% AGGAGCTTGCAGTGACCCAGCA | ATGAGAGCCCTTGGTCCTCATCCA 55 Berg et al., 1997 242
VI AGGCGCGCAGCATCAAGAT AAACTTGAGCCCTGAGTGCAG 55 Berg et al., 1997 294
VI TGACGACTCCAGCCTCCCTTAG CAAGCTCCGCCCCACCTGTGAA 55 Berg et al., 1997 388
viIl 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 ll:  Sequéncias de oligonucleotideos, condi¢cdes de anelamento e tamanhos

do amplicons para o gene da endoglina (ENG).

ENG Sequencias
Exon Sense(S) Anti-sense (AS) Temperatura Referencia PCR
5 3 |5 3 anneling (°C) (bp)
| - - - >67
I CCTCATAAGGTGGCTGTGATGATG | CATCTGCCTTGGAGCTTCCTCT 60 McAllister et al., 1994 | 341
1] - - - -
I\ TTCCTGACCTCCTACATGG CTCTTGGTGCCCAAGTTT 51 McAllister et al., 1994 331
\Y GGGCTCTGTTAGGTGCAG GGGTGGGGCTTTATAAGGGA 57 McAllister et al., 1994 | 325
\ CTGTCCGCTTCAGTGTTCCATC GGAAACTTCCCTGACCAGAGGTT 59 McAllister et al., 1994 234
Vi GAGGCCTGGCATAACCCT GTGGCCACTGATCCAAGG 60 McAllister et al., 1994 315
VI - - - - -
IX - - - - -
X AGATTGACCAAGTCTCCCTCCC AGGCTGTCTCCCTCCTGACTCT 61 McAllister et al., 1994 | 268
Xl ACTCAGGGGTGGGAACTCTT CCTTCCATGCAAACCACAG 57 McAllister et al., 1994 436
Xl GAGTAAACCTGGAAGCCGC GCCACTAGAACAAACCCGAG 55 McAllister et al., 1994 154
Xl CCAGCACAACAGGGTAGGGGAT CTCAGAGGCTTCACTGGGCTCC 61 McAllister et al., 1994 | 255
XV TGAAGCCTCTGAGGGATTGAGG GAGTTCACACCAGTGCTCCCAG 57 Gallione et al., 1998 198
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3.5. PCR-CSGE para rastreamento de mutacoes 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 diferencas conformacionais quando dois alelos
apresentam alteracbes na sequencia de nucleotideo. Foi utilizado para o rastreamento
de mutacdes no gene ALK-1 e no gene endoglina. Para isso, foi utilizado um aparato
padrao para sequenciamento de DNA, com placas de vidro de 37,5 x 45 cm e um pente
de 36 pocos de 1mm de espessura. Uma solucado estoque de 39,69 de acrilamida e
0,49 de 1,4-Bis (acryloyl)-piperazina (BAP; Fluka) foi preparada em 100 ml de agua
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 tampao Tris-
Taurina-EDTA (TTE) 1X (89Mm Tris/15mM tampéao Taurina/0,5Mm EDTA, pH 9,0;
United States Biochemical). O tamp&o de corrida empregado foi Tris-Taurina-EDTA
1/20 no polo negativo e 1/80 no polo positivo. Antes da eletroforese, 20ul de cada
amostra foram aquecidos a 98°C por 5 minutos, seguidos de incubagio a 68°C por 1
hora, para a formacao de heteroduplexes. Misturou-se 5ul da amostra com 5ul de
tampdo 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 a eletroforese 300V por 16 horas. Apés a

eletroforese, o gel foi corado com brometo de etideo 1ug/ml, por 15 minutos. Os
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produtos foram visualizados sob luz ultravioleta. A analise dos genes ALK-1 e endoglina
por PCR/CSGE foi realizada em amostras de DNA extraido 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 mutacgéo foi utilizado o método de triagem (CSGE) num painel de
126 individuos controles normais para definir se estas mutacdes nao representariam
polimorfismos génicos neutros na populacdo estudada. Nenhuma das mutagdes foi

encontrada.

3.6. Reacao de Sequiénciamento com Thermo Sequenase Radiolabeled
Terminator Cycle Sequencing Kit

e Purificacao do produto da PCR

O produto do PCR foi purificado com 1ul da enzima éxonuclease e 1ul de
fosfatase alcalina de camardo, em seguida incubado por 15 minutos a 37° C e 15
minutos a 85°C. Em tubos denominados G, A,T,C foram colocados 2ul do nucleotideo
master mix (dITP) e 0,5ul de ddNTP (G, A, T, C) marcado com fésforo 33 (a

33PddNTPs) (Amersham Phamacia).

Em outro tubo coloca-se 1ul do produto da PCR tratado, 2ul do tampao de
reacado (260 mM Tris-HCI, pH 9,5, 65mM MgCly), 1ul do primer (5 pmol), 2ul da enzima
Thermo Sequenase DNA polimerase e agua para completar 17,5ul. Foram transferidos
para cada tubo com dideoxinucleotideo (G, A, T, C) 4ul dessa mistura, homogeinizando-
se com os 2,5ul da mistura de terminacdo. As reacdes foram colocadas em

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

94°C, 35 ciclos envolvendo desnaturagédo a 94°C por 30 segundos, anelamento (de
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acordo com as temperaturas descritas nas tabelas | e Il) por 30 segundos e extenséo a
72°C por 01 min. A reacao foi interrompida pela adicao de 4ul de "Stop Solution"
(formamida 95%, EDTA 20 mM, 0,05% azul de bromofenol, 0,05% xilenocianol). As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% (acrilamida 5,79,
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 tampao utilizado foi a taurina 1X, o
mesmo utilizado na preparacéo do gel. A auto-radiografia foi obtida ap6s exposicédo 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. Preparacao das placas de cultura

Foi utilizado meio de cultura L-Broth Agar (5g triptona, 2,59 de extrato de
levedura, 2,59 de NaCl, 0,5ml de NaOH 3N, 6g de Agar, agua para completar 500ml), e
apos liquefeito, foram adicionados os antibidticos ampicilina 50ug/ml e tetraciclina
15ug/ml. O meio foi distribuido em placas de Petri estéreis e em seguida adicionaram-
se 20ul de IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosideo) 100 mM e 35ul de X-gal (5-

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

Para cada produto a ser clonado, foi preparada uma reacéao de ligacao contendo
1ul de tampao de ligase 10X (Tris-HCI 100 mM pH8,8, KCI 500 mM, MgCl, 15 mM,
triton 1%), 0,5ul de ATP 10 mM, 1ul de vetor, 50ng/ul de T4 DNA ligase 2ul do produto
da PCR e &gua livre de nuclease para completar o volume de 10ul. A reacédo foi

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

3.10. Transformacao

Foi adicionado em 200ul de células competentes dH5a, acrescentou-se 5,0 ul da
reacdo de ligacdo e a mistura foi submetida as seguintes condi¢cées: 20 minutos no
gelo, 1 minuto 30 segundos a 42°C e imediata transferéncia para o gelo. A reagéo entéao
foi misturada em 800 ul de meio liquido “SOC” (10 mM de cloreto de magnésio, 10mM
de sulfato de magnésio, 20mM de glicose, triptona, extrato de levedura, cloreto de
sédio, cloreto de potassio) e permaneceu sob agitacao de 220 rpm a 37°C por 1 hora.
Apés centrifugacao a 3000 rpm por 1 minuto, descartou-se 600 ul do meio; o restante

foi ressuspendido e 150 ul foram utilizados para o plaqueamento.

3.11. Plaqueamento das Células

Foram utilizados 50ul da suspenséao de células em cada placa. As mesmas foram

invertidas e vedadas com incubacéo a 37°C “overnight”.
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3.12. Triagem dos recombinantes

O vetor pMOS BLUE permite uma triagem através de colénias brancas
(recombinantes) e azuis. As colbnias brancas foram retiradas e colocadas em 5ml de
meio liquido L-broth (5g de triptona, 2,59 de extrato de levedura, 2,5g de NaCl, 0,5ml de
NaOH 3N gsp 500 ml) e os antibi6ticos ampicilina (50ug/ml) e tetraciclina 15ug/ml). Os
tubos foram mantidos sob agitacéo intensa a 37°C. O crescimento foi verificado através

da turvacao do meio.

3.13. Mini preparacoes

As células bacterianas foram removidas através de centrifugacdo a 6000 rpm por
1 minuto. A essas células bacterianas foram adicionados 100ul da solucdo | gelada
(glicose 50mM, Tris-HCI 25mM EDTA 10mM). Em seguida procedeu-se com a
incubagdo a temperatura ambiente por 5 minutos e apos este periodo adicionaram
200ul da solugéo Il (NaOH 0,2N, SDS 1%), com incubagé&o de 5 minutos em banho de
gelo. Apds esse periodo foram adicionados 150ul da solucdo lll gelada (acetato de
potassio pH 4,8). Em seguida centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e em seguida adicionaram-se 250ul de
fenol saturado e 250ul de alcool isoamilico mantendo-os sob agitacdo vigorosa por 1
minuto e prosseguindo com a centrifugacdo 14000 rpm por 2 minutos. Ao sobrenadante
acrescentou-se 0,5ml de cloroférmio/alcool isoamilico mantendo sob agitagdo vigorosa
por 1 minuto e centrifugacdo a 14000 rpm por 2 minutos. Ao sobrenadante foram
acrescentado 800ul de etanol absoluto gelado e 40ul de acetato de s6dio 3M pH 5,2. As

amostras foram mantidas em freezer "80°C por 2 horas. Apds este periodo foram
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centrifugadas a 14000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o “pellet”
diluido em agua estéril. Foram adicionados a preparacao de plasmideo 2ul de RNase

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

3.14. Amplificacao por PCR do fragmento inserido no plasmideo

Os plasmideos recombinantes foram identificados pela amplificacdo por PCR,

utilizando-se primers especificos do plasmideo (T7 sense e U19 antissense).

3.15. Sequenciamento automatizado

MegaBACE 1000, € um sistema de analise de DNA de 96 capilares com a
tecnologia Amersham Biosciences. As reag¢des de sequenciamento foram realizadas de
acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o “DYEnamic ET Dye

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

A amplificacdo para sequenciamento automatico foi realizada com o DYEnamic™
Terminator cycle sequencing Kit (MegaBACETM) (Amersham Pharmacia Biotech, Inc
Cleveland, Ohio, USA). Para esta reagdo foram utilizados 20ng do produto de PCR
purificado, 5pmol de iniciador sense e antisense (em reagbes separadas), 4ul da
solucdo DYEnamic ET reagente premix e agua deionizada estéril (volume final 15ul). A
reacao, distribuida em placa prépria para sequenciamento, foi protegida da luz com
papel de aluminio. Em termociclador automatico (GeneAmp® PCR System 9700 —

Applied Biosystems), as amostras foram submetidas a desnaturagao inicial (95°C - 2
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minutos) e 30 ciclos com as seguintes temperaturas e tempos: desnaturagao a 96°C -

20 segundos, anelamento a 57°C - 15 segundos, extensao a 60°C - 1 minuto.

O produto da reacao de sequenciamento foi submetido a purificagdo com 2ul de
acetato de amoénio 7,5 M e 50ul de etanol absoluto adicionado aos 15ul de reacéao, com
posterior homogeneizacado. Apds incubacao por 15 minutos em temperatura ambiente
protegido da luz, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante
foi removido por inversdo 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 inversao tomando-se o cuidado de n&o remover o
pellet. Para completa remocao do etanol, a placa foi submetida a centrifugacao invertida
a 200 rpm por 6 segundos e finalmente aquecida em termobloco a 65°C por 5 minutos
para a secagem dos pocos. Para a eletroforese, foi adicionado 10ul de “loading buffer”,
uma mistura de formamida deionizada, 25mM EDTA (pH 8,0) em cada pocgo. 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 € o MegaBACE Long Read Matrix com poliacrilamida

linear (LPAASs) e as condigdes de eletroforese foram as seguintes:

Voltagem de injecdo da amostra — 3 Kv, tempo de injecdo da amostra 60
segundos, voltagem de corrida — 9 Kv, tempo de corrida 70 minutos, poténcia do Laser

— 40 mW.
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3.16. Analises 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 identificacdo da sequencia de DNA gerada, atribuindo um
valor de qualidade para cada posicao nucleotidica 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 automaticos de DNA ABI e arquivos MegaBACE esd. Este software
reconhece a sequencia de nucleotideos a partir do arquivo de dados brutos do
sequenciador, atribui valores de qualidade as bases constituintes da sequencia
nucleotidica e gera arquivos de saida contendo informacdes sobre o “base call” e os
valores de qualidade das sequencias analisadas, que podem ser encontradas nos
arquivos de formato “PHD” (qualidade) e FASTA” (nucleotideo). De acordo com Ewing e
cols (1998) as atribuicbes seguras de valores as sequencias nucleotidicas séo
proporcionadas pela implantacdo de um algoritmo que tem como base os métodos de
Analise de Fourier. O algoritmo analisa as quatro bases e prediz a provavel regiao
central dos picos e as distancias relativas entre os picos da sequencia de DNA. O valor
de qualidade (“PHRED” Quality) atribuido a cada base é obtido pela formula a seguir,
[“PHRED” Quality = -10 log (Pe)], onde o Pe é a probabilidade de uma base ter sido
atribuida erroneamente. As pontuacdes inseridas nos arquivos de saida do “PHRED”
representam a probabilidade logaritmica 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 atribuicdo da base. Por exemplo, um valor de qualidade 20 para
uma determinada posicao nucleotidica significa que ela apresenta uma chance em 100
de estar errada. Ja um valor de qualidade 30 significa que determinada base apresenta
uma chance em 1000 de ter havido um erro no “base calling”. Esses valores sao
importantes para determinar se uma regiao precisa ser re-sequenciada garantindo

confiabilidade dos dados.

3.17. Anadlises dos dados através do “PolyPhred” para identificacao de

heterozigotos

Os cromatogramas foram transferidos para uma estagdo de trabalho Linux
(Mandrake 7.2) (Sun Microsystems Inc.,Mountain View, CA) base chamada como
“Phred” (versdao 0.961028), junto com o “Phrap” (Phragment Assembly Program)
(versao 0.960731), escaneado pelo “PolyPhred” (versdo 0.970312) e os resultados
foram analisados no programa “Consed” (versao 4.0). O “PolyPhred” é um programa
que compara sequencias fluorescentes baseadas através dos tracos obtidos de
individuos diferentes para identificar locais de heterozigose para Unicas substituicoes de
nucleotideos. O “PolyPhred” ndo é uma aplicacdo de plataforma Unica. As fungdes do
“PolyPhred” sédo integradas com o uso de outros de trés 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

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

39


http://www.phrap.org/
http://www.phrap.org/

pelo “Phrap”. Os heterozigotos e homozigotos potenciais identificados por “PolyPhred”

sd0 marcados para a inspegao rapida usando a ferramenta do “Consed”.
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4.

RESULTADOS
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4.1 Pacientes

Foram estudados 12 pacientes relacionados e néo relacionados de 10 familias
afetadas com a THH cujo diagnostico clinico foi definido de acordo com o critério
Curacau (Fuchizaki et al 2003) e incluindo a presencga de trés caracteristicas: a histéria
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 padrdo (DP=11,49). Os pacientes eram
provenientes da regido norte e sul do estado de Sdo Paulo. Os dados clinicos dos
pacientes encontram-se resumidos na Tabela Ill. Foram analisados 126 individuos

controle sadios a procura das mutagdes identificadas nos pacientes.

4.2 Analise das mutacoes

O DNA de sangue periférico foi extraido usando protocolo fenol cloroférmio.
Todas as regides codificantes dos genes ALK1 e ENG foram amplificadas pela PCR e
analisado por sequenciamento manual e automatico. Para “screening” de mutagdes foi
utilizada a técnica de PCR-heteroduplex (CSGE) que se baseia na diferenca de
mobilidade eletroforética entre a dupla fita homoduplex e a heteroduplex. A fita
heteroduplex por possuir insercdo ou delecdo, ndo € totalmente complementar,
havendo assim, a formacdo de alcas que irdo gerar diferenca de migracdo 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 amplificacao da
PCR foi submetido a eletroforese vertical em gel desnaturante de poliacrilamida com

visualizagdo da migracao apéds coloracdo com brometo de etideo.
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O produto da PCR dos individuos que apresentaram uma alteracdo no padrao de
mobilidade eletroforetica (Figura B das familias 1, 2, 3, 4 e 5) foi sequenciado
manualmente utilizando *P como descrito em material e métodos. Posteriormente
todas as amostras foram clonadas e novamente sequenciadas manualmente e as
mutacdes confirmadas através de sequenciamento automatico. A tabela IV e Figura 10
sumariza todas as mutacoes identificadas no gene ALK-1 nas familias THH estudadas e
a tabela lll todas as familias com suas caracteristicas clinicas.

O gendtipo THH foi estabelecido nas 10 familias. Foram identificados 4 mutagbes
no gene ALK1 incluindo trés novas mutacdes e uma mutagdo previamente descrita na
literatura (Figura 6 tabela IV Figura 10). Das trés novas mutagbes duas delas sao
mutagdes em “frameshift” identificadas no exon 3 e 7 uma mutagdo missense

identificada no exon 7 e 8.
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Células endoteliais THH-1 THH-2
saudaveis

ENG ENG

ENG
ALK1 l | ‘ALKS ack: BB IALKS ALK1 ALKS

+

ALK-1 e ALK-5 l Endoglina l Endoglina
em equilibrio ALK-5 l ALK-5
Niveis de Endoglina ALK-1 e ALK-5
significativamente baixo
Fernandez-L et al. (2006) 23
Clin. Med. Res. 4: 66-78 Formacao anormal do

citoesqueleto

Fendtipo THH

Figura 6: Modelo hipotético de THH. Modelo representando complexo receptor de TGF- em células
endoteliais saudaveis (nao-HHT) em comparagdo com THH1 e THH2. Em células endoteliais normais
(ndo-THH), ALK1 e endoglina estdo cooperando na via de sinalizagdo de TGF-B/Smad, mantendo assim
o nivel de endoglina para satisfazer as necessidades fisiol6gicas das células endoteliais. A falha na
sinalizacdo cooperativa em THH1 e THH2 seja endoglina ou ALK1 tem como resultado, a expressao da
endoglina abaixo de um limiar critico levando a deficiéncia na sinalizagdo do TGF-B, formagédo do
citoesqueleto anormal e formacao do tubo em células endoteliais em THH. Estas fung¢des celulares
endoteliais alteradas podem explicar o fen6tipo THH (Adaptado de Fernandez et al, 2006).

Nenhuma mutacdo foi observada no gene da Endoglina (ENG) em todos os
pacientes estudados. Pacientes com a mesma mutacdo ou mutacdo diferente
apresentaram o mesmo quadro clinico. Nao houve diferenga no quadro clinico entre

pacientes cujas mutag¢des foram detectadas ou néo.
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4.3 Mutacao no dominio extracelular e transmembrana

Nos identificamos uma nova mutag¢do no éxon 3, na familia 1, probando II-I, onde
ocorreu uma insercao de um nucleotideo G na posicdo 204-205 causando um
“frameshift” no cédon 68 (Figura 7, tabela IV Figura 10). Este paciente tem epistaxe,
telangiectasia oral, nasal e géastrica. O paciente I-I apresentou 0os mesmos sintomas

enquanto que os outros trés membros da familia nao foram afetados.

Os resultados da andlise molecular, com heredograma das familias seréo

apresentados a seguir:
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A)'__O B) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

I-1 I-2
11-1 11-2 11-3 11-4
C) G G A T C G G A T C
G ¢ >
G G
G G
c ins G
T Cc
G T
(o] G
G C
G G
G—" G
G
Alelo normal €.204-205insG
D) E C A T C G G G G c T G C G A Cc A T Cc G G G G G C T G C G
Alelo normal ¢.204-205insG

Familia 1 (A) Heredograma; (B) paciente que apresentou diferenca de mobilidade eletroforética no CSGE
(amostra 10 probando 1I-1); (C) sequenciamento manual de produto da PCR clonado, a esquerda alelo
normal a direita a seta aponta o alelo mutado; (D) sequenciamento automatico de produto da PCR
clonado para o éxon lll do gene ALK1, mostrando uma insergdo de uma base G (V G) ¢.204-205insG (a
direita indicado pela seta) no probando II-1, a esquerda alelo normal.
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4.4 Mutacoes no dominio quinase intracelular

A segunda nova mutagdo encontrada foi uma deleg¢do de um nucleotideo T na
posicdo 913 do éxon 7, criando um “frameshift” no codon 305 do aminoacido 68 no
dominio quinase (Figura 8b e 8c, tabela IV Figura 10). Esta mutagdo estava presente
em trés pacientes das 10 familias estudadas sendo dois pacientes pertencentes a
familia 3 (probando IlI-5 e 1ll-6 - figura 8) e 1 paciente ndo relacionado pertence a

familia 2 (probando II-1 - figura 8).
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Figura 8
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Familias 2 e 3 (A) Heredograma da familia 2 a esquerda e familia 3 a direita (B) pacientes que tiveram

diferenca de mobilidade eletroforética no CSGE (amostra 6 probando Il-1 da familia 2, amostra 7

probando 1ll-5 amostra 9 probando IlI-6 da familia 3 (C) a esquerda - sequenciamento manual de produto

da PCR clonado; a direita - sequenciamento automatico de produto da PCR clonado para o éxon VIl do

gene ALK1, mostrando uma delecdo de uma base T, ¢.913delAT (seta) nos probandos IlI-5 e 1ll-6 da

familia 3 e Il-1 da familia 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 automatico

de produto de PCR clonado mostrando uma mutagdo em heterozigose (¢ 976A>G) no paciente I1I-6 da

familia 3, alelo normal a esquerda alelo mutado a direita indicado pela seta.
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A terceira nova mutagéo foi identificada no exon 7, € uma mutagéo “missense’no
dominio quinase de ALK-1. Esta nova mutacdo provocou uma substituicdo de A976G
que alterou o aminoacido isoleucina 326 pela valina. Esta mutacéo foi encontrada no
probando 1ll-6 da familia 3, embora n&o tenha sido encontrada no probando IlI-5, uma

vez que ambos apresentaram MAV gastrointestinal (Figura 8).

A quarta mutacdo encontrada, foi uma substituicio do aminoacido glicina por
uma serina na posicao 1204 encontrada no probando IlI-1 e lll-4 da familia 5 e no
probando Ill-1 da familia 4. Encontramos esta mutagdo em duas familias,
aparentemente nao relacionada. Na familia 5 encontramos dois individuos clinicamente
afetados, enquanto que na familia 4 encontramos apenas um individuo vivo afetado

(Figura 9).
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Figura 9:
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Alelo Normal
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Familias 4 e 5 (A) Heredograma da familia 4 a esquerda e familia 5 a direita (B) pacientes que tiveram

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

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

mostrando uma mutagao em heterozigose (c.1204G>A) no probando Ill-1 da familia 4 e nos probandos

-1 e IllI-4 da familia 5.
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c.976A>G
Exon II I IV V VI VII VI IX X
- - — —
o OKB 61 252212 100147 276 197 131 132
; Dominio i orm I
Regido peptideo Extracelulare Dominio Kinase
Proteina Transmembtana
v ) ’
Dominio Glicina- 1KB
Serina
Sitio de ligagao ATP

Figura 10: Representacado diagramatica do gene ALK-1 e o resumo das mutagdes; os éxons sao
marcados pelos boxes brancos para regides codificantes, a cor escura para as regides nao codificantes.
As alteragdes na sequencia do gene ALK-1 estdo identificados ao longo do gene e inclui mutacdes

“missense” e “frameshift”.

1 2 3 4 5 6 7 8 9A |9B| 10 11 12 14

l | L I I
L EXTRACELULAR T™M CYTO

Figura 11: Representacdo diagramatica do gene endoglina; os exons sao marcados pelos boxes com
numero correspondente. Exons de 2-12 codifica o dominio extracelular, o exon 13 codifica o dominio
transmenbrana e o exon 14 o dominio citoplasmatico (CYTO0). Somente regides que codificam proteinas
sdo mostrados (Raab et al 1999).
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Tabela lll:  Quadro clinico dos pacientes com Telangiectasia Hemorragica Hereditaria
Familias | Sexo | Idade Apresentacao clinica Tipo de lesao
F1 M 42 a Epistaxe bilateral freqliente desde a | Telangiectasia mucosa gastrica, oral e nasal
infancia/anemia
F2 F 64 a Epistaxe/anemia frequente Telangiectasia na cavidade oral face e palma das maos
F3 M 76 a epistaxe freqliente desde infancia /sangramento | Telangiectasia no septo nasal, oral face e palma das
digestivo/anemia maos
F3 F 78 a epistaxe unilateral freqUente /angiodisplasia | Telangiectasia na cavidade oral, face e palma das maos
gastrica e duodenal
F4 M 67 a Epistaxe bilateral freqliente / desde infancia/anemia | Telagiectasia na face, tronco e membros
F4 F 59 a Epistaxe e melena/anemia Telangiectasia mucosa oral e palma das maos
F5 M 86 a epistaxe bilateral desde a infancia Telangiectasia na face e palma das maos
F6 M 48 a Epistaxe e melena/anemia Telangiectasia na mucosa nasal face e palma das
maos/hemorragia digestiva
F7 F 73a Epistaxe e melena/anemia Telangiectasia na face e palma das maos
F8 F 51a epistaxe frequente desde infancia/ Telangiectasia na mucosa oral face e palma das méos
F9 M 77 a epistaxe bilateral/anemia frequente Telagiectasia na face e tronco
F10 F 70a epistaxe bilateral Telangiectasia na mucosa oral, face e palma das méaos
Tabela IV: Resumo das mutag¢des no gene ALK-1 em pacientes com THH
Familia | Localizacdo | Gene | Regido da Proteina | DNA alterado | Mutacédo encontrada
(posicao)
F1 éxon |l ALK-1 | Dominio p.Gly68fs €.204-205insG
Extracelular
F2 éxon VIl ALK-1 | Dominio Quinase p.-Ser305fs c.913del T
F3 éxon VII ALK-1 | Dominio Quinase p.lle326Val c.976A>G
éxon VIl ALK-1 | Dominio Quinase p.Ser305fs c.913del T
F4 éxon VIII ALK-1 | Dominio Quinase p.Gly402Ser | c.1204G>A
F5 Exon VIII ALK-1 | Dominio Quinase p.Gly402Ser | c.1204G>A

A maior concentracdo de mutacdes 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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d.

DISCUSSAO
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Nosso trabalho foi pioneiro no Brasil, nos estudamos um total de 12 pacientes
distribuidos em 10 familias ndo relacionadas. Apds analisar as 10 familias, em 50%
delas foi possivel detectar alteracdes no gene ALK-1, classificando esses pacientes
como THH tipo 2. Das 4 mutagbes encontradas todas estavam no gene ALK1 e
nenhuma mutacao foi encontrada no gene da endoglina (THH tipo 1) nos pacientes
estudados. Assim, a mutacdo no gene ALK1 foi muito maior que no gene ENG. Estes
resultados se assemelha somente ao trabalho de Lesca et al 2006 realizado na regiao
da Franca. Outras regidées como Canada (Abdalla et al 2006) Dinamarca (Kjeldsen et al
2001) Japao (Azuma et al 2000) Estados Unidos (Berg et al 2003) mutacdes

patogénicas no gene da ENG foram mais frequentes que ALK1.

N6s ndao encontramos uma evidencia clara na sintomatologia entre THH1 e
THH2 e o numero de malformacao arteriovenosa gastrointestinal e epistaxe recorrente

foram igualmente partilhada por todos pacientes.

Descrevemos 4 mutagcées no gene ALK1 incluindo 3 novas mutagdées (uma
mutacdo em “frameshift’” Gly68fs no exon 3 (c.204-205insG), outra mutagcdo em
“frameshift” Ser805fs no exon 7 (c.913delT) e uma mutagédo “missense” lle326Val no
exon 7 (c.976A>G), a quarta mutacdo foi uma mutagdo missense Gly402Ser
encontrada no exon 8 (c.1204G>A) em trés pacientes, esta ja havia sido descrita por
Bayrak-Toydemir (2006). As mutagdes ocorreram em familias ndo relacionadas (Tabela

IV, Figura 10).

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

mutagdes encontradas foram “missense” e 50% foram mutacbes que causaram
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“frameshift’. As mutacgdes “missense” foram encontradas no dominio quinase de ALK1 e
as mutagdes em frameshift encontradas no dominio extracelular e dominio quinase.
Estas mostraram alterac6es nas polaridades, cargas, hidrofobicidade e/ou tamanho do
aminoacido substituido e tém um efeito estrutural criando uma desestrutura e uma
proteina instavel tal fato pode explicar a falta de expressao dessas proteinas mutantes
na superficie celular. Aminoacidos alterados resultam numa subsequente alteracéo na

forma e funcionamento das proteinas.

Nao houve diferenga significativa nas caracteristicas clinicas observadas nas 5
familias com mutacdes descritas com aquelas que nao tiveram mutacao, sugerindo que
0s aspectos moleculares para as mutagdes de baixa funcdo ou para uma pequena
delecao/insercao podem ser os mesmos. Assim, € possivel perceber que a THH é uma

doenca geneticamente heterogénea.

Abdalla et al, 2003, demonstraram que a maioria (70%) das mutacdes
encontradas em THH2 associadas ao gene ALK-1 sdo substituicbes de um Unico par de
base levando a mutagdes “missense” e “nonsense” ao contrario da THH1 associada ao

gene da endoglina que apresenta mutagdes causando “frameshift’ e “stop codon’

prematuro.

Berg e cols (2003) identificaram um ndumero maior de mutacées no gene ENG
(59%) do que no gene ALK1 (40%) nas familias 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 n&o relacionados, a propor¢cao
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de mutacdes encontradas entre ALK1/ENG foram 40% para ALK-1 e 53% para ENG e

em 7% dos pacientes ndo foi encontrada mutacdes nesses genes estudados.

Numa populacdo na regido da Frangca os estudos mostraram uma alta
prevaléncia de mutagdes no gene activina em relacao ao gene da endoglina, sendo que
na endoglina predominaram insercdes e delecdes. A porcentagem de mutacdes foi de
88%, identificadas através de sequenciamento das regides codificantes. O numero
amostral deste estudo foi de 48 pacientes com 31 mutag¢des 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
populacdo Canadense em 192 familias estudadas foram encontradas 153 mutacoes,
37% dessas mutacdes ocorreram no gene ALK-1 (57 mutagdes) enquanto que 61%
ocorreram no gene ENG (93 mutacbes) estas foram determinadas utilizando-se

sequenciamento direto das regides codificantes.

Na Dinamarca, Kjeldsen e cols (2001) estudaram 211 pacientes através de
triagem por DGGE e sequenciamento de regides codificantes, encontraram apenas 44
pacientes com THH, sendo que 37 pacientes eram relacionados e 7 n&o relacionados.
Foram encontradas 7 mutagbes no gene ALK1 e 12 no gene ENG (16% e 27%

respectivamente).

No Japao, Azuma e cols (2000) obtiveram um numero maior de mutagdes em
ENG (29 mutacdes) do que em ALK-1 (17 mutacdes), utilizando sequenciamento de
regido codificante. Na Italia, Gennaro e cols (2006) demonstraram num estudo com 66

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

nos outros 15 pacientes nenhuma mutacéao foi encontrada.

Em nosso trabalho o método de “screening” utilizado foi o CSGE, todos os
individuos que apresentaram alteracao na mobilidade eletroforetica tiveram algum tipo
de mutacdo mostrando uma eficiéncia de 100%, ap6s sequenciamento manual e
automatico do produto da PCR clonado de todos os pacientes estudados. A literatura
mostra que a eficiéncia do método de “screening” adotado em nosso estudo é de 70-
85% de acordo com o tamanho do fragmento amplificado e concentracao de CG (lkeda
et al., 2003; Blesa et al., 2004), mesmo os individuos que ndo apresentaram alteracao
na mobilidade eletroforetica no CSGE para o gene da activina foram clonados e
sequenciados, devidos as caracteristicas 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 nao apresentaram mutacdes sugerindo que todos os

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

Frente aos resultados encontrados no presente estudo, devemos levar em
consideracao alguns fatores. O primeiro seria de que nao foram analisadas as regioes
promotoras (presentes no éxon 1) e introns dos genes ALK-1 e ENG. Pode ser também
que nos pacientes onde nenhuma mutacdo foi encontrada a doenca tenha ocorrido

devido a mutagdes em outros genes.

Pacientes com caracteristicas clinicas de THH sem mutag¢des em ENG ou ALK-1
também foi descrito, sugerindo que outros genes possam estar envolvidos com a THH

(Wallace & Shovlin, 2000). A existéncia de outro gene relacionado com a doenca em
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alguns pacientes com envolvimento hepatico foi descrito por Cole e cols (2005). Um
novo lécus para THH3 foi mapeado no cromossomo 5 (5931.3-5g32). O gene ainda nao

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

Os pacientes deste estudo que nao tiveram mutag¢des nao tinham acometimento
hepatico, acreditamos que a hipétese relativa a heterogeneidade seja a mais viavel.
Além
disso, a predominancia de THH1 ou THH2 parece estar correlacionada com a
localizagdo geogréfica. Assim, enquanto THH1 é mais abundante na populacdo da
América do Norte, Canada (Abdalla et al., 2000; Abdalla et al., 2003) e norte da Europa
(Letteboer et al., 2005), a THH2 & predominante nos paises do mediterraneo como
ltalia, Franca e Espanha (Fernandez et al., 2006). Levando-se em conta a formacéo
étnica brasileira, & de se esperar uma prevaléncia elevada de THH2, como observado

no presente estudo.

Segundo Abdalla & Letarte (2006), até o momento 105 mutacdes foram descritas
no gene ALK-1, sendo que a maioria encontra-se nos éxons 3, 7 e 8. Assim, as
mutacdes identificadas em nosso trabalho ocorreram em regides génicas com alto

indice de mutagdes (pontos quentes) do gene ALK1 em dominios funcionais.

Com relagdo a nova mutagao “missense” identificada no éxon 7, cabe algumas
consideracoes. Nessa alteracdo temos uma troca do aminoacido interleucina para
valina (p.lle326Val), um aminoacido apolar para outro aminoacido apolar, sendo que
ambos se assemelham tanto na estrutura como na fungdo, além de serem

extremamente hidrofobicos. Nessa posicdo ndo ha descricio de mutacdo no gene
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ALK1. Como se trata de uma alteracdo dominante, cuja homozigose parece ser letal, o
fato dos pacientes IlI-5 e 1lI-6 da familia 3 apresentarem o mesmo quadro clinico, é
interessante notar que apenas o paciente IlI-6 possui essa mutagao, assim, sugerimos
que essa alteracao deve-se tratar de uma mutagao neutra ou seja, incapaz de provocar
alteracoes funcionais na proteina. Outra observacao é que somente esse paciente (IlI-6
familia 3) apresentou esta mutacao juntamente com a delecao T (¢.913del T no exon 7)
a mesmo nao ocorreu com o probando IlI-5.

Nenhuma das mutacdes encontradas em nosso estudo foi encontrada na anélise
de 126 individuos sadios. Esse resultado, associado ao fato de que a mesma mutacao
encontrada em pacientes portadores de THH nao relacionados, diminui a possibilidade
de tratar-se de um polimorfismo neutro, pelo menos nos casos das mutagcbes em

“frameshift”.

Embora AVMs sejam mais frequentes em THH1 do que em THH2 (McAllister et
al., 1994; Berg et al., 1996), apenas esta caracteristica ndo é suficiente para determinar
clinicamente o tipo de THH. Isso suporta a hipétese de que o l6cus heterogenético
nesta desordem pode ser devido a mutacdes dentro da superfamilia de receptores para

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

transducéao de sinais para TGF-f.

Diante da diferenca entre 0 numero de mutagdes encontradas em ALK1 e ENG,
uma explicagdo obvia é que o gene ENG contém mais informagdes codificantes (658

aminoéacidos em 15 éxons) do que o gene ALK1 (504 aminoacidos em 9 éxons). Outra
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explicacdo, do ponto de vista clinico, é que o fendtipo THH2 € mais brando quando

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

O numero mutagdes vem aumentando continuamente, o que indica que algum
nucleotideo pode ser mutado, exceto aquele que codifica a regido transmembrana
(éxon 13 regiao com 45 aminoacidos) ou dominio citoplasmatico (éxon 14 regidao com
47 aminoacidos) no gene da endoglina. As mutacdes incluem delecbes, insercbes de
uma ou mais bases, substituicoes de base. As mutacdes mais frequentes no gene da
endoglina sdo mutagdes missense, delecdes e inser¢cdes concentradas nos éxons 3, 4,
7, 8 e 9 embora todos os éxons possam ser afetados. Para dados foram encontradas
123 mutacdes foram encontradas no gene ACVRL1/ALK1 (Anexo 5) e 136 mutacdes no

gene da endoglina ate 0 momento.
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6.

CONCLUSOES
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Nosso estudo demonstrou o alta prevaléncia da THH tipo 2, que é coerente com

ascendéncia étnica da nossa populagéao.

Nosso estudo reforca a heterogeneidade alélica e nao alélica molecular da

doenca, com a descricao de trés mutacdes novas.

As novas mutacOes encontradas em nossa populacao ocorrem nos éxons onde

foram descritos os maiores indices de mutagdes (pontos quentes).

Com os métodos empregados foi possivel a detecgdo do erro molecular em 50%

dos pacientes (taxa de detecgéo).

Devido a essa taxa de deteccao de mutacdes no gene ALK-1, o teste diagnostico
que utilizamos torna-se proveitoso para os pacientes THH2, uma vez que
possibilita o diagnéstico precoce e o estabelecimento de tratamento antes do

desenvolvimento de complicagdes severas.

O aconselhamento genético é o conjunto de informacbées dado a familia com

relacdo ao risco de recorréncia, prognostico e possiveis tratamentos para THH.
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ANEXO 1

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido de pacientes para participacao
no projeto de estudo intitulado: “ALTERAGCOES MOLECULARES NOS GENES DA
ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM
TELANGIECTASIA HEMORRAGICA HEREDITARIA DOS TIPOS 1 e 2”.

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, sera coletado de 10 a 20 ml sangue
periférico. Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas
roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta
de sangue geralmente da veia do brago que sera realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento. Estou ciente que meus dados serdo mantidos em sigilo pelo
pesquisador. Se alguma alteragao for encontrada no meu material genético, os pesquisadores irdo me
explicar o que foi encontrado e o que isso significa. O meu material serd guardado no laboratério e se
alguma outra pesquisa sobre telangiectasia hemorragica hereditaria puder ser feita com esse material,
primeiramente o estudo devera ser aprovado pelo Comité de Etica e pela Comissao Nacional de Etica. Se
tiver qualquer ddvida sobre o estudo poderei procurar a aluna de doutorado Angela Maria de Assis (F:
3521-8661), pesquisadora responsavel pelo estudo ou Profa. Dra. Carmem Silvia Bertuzzo (F: 3521-
8709), Profa livre docente na area de Genética Molecular, responsével pelo estudo — UNICAMP. Se tiver
reclamacdes sobre qualquer procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do Comité de Etica
em Pesquisa da FCM, UNICAMP, F: 3521-8936.

Eu li/ouvi o contelido deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas dividas oralmente.
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Assinatura do paciente
RG:

Assinatura do responsavel legal
RG:

Assinatura da aluna de doutorado
Angela 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 individuos controle, para
participacdo no projeto de estudo intitulado: “ALTERAGOES MOLECULARES NOS
GENES DA ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM
TELANGIECTASIA HEMORRAGICA HEREDITARIA DOS TIPOS 1 e 2”.

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, sera coletado de 10 a 20 ml
sangue periférico. Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto sera minimo, pois se trata de
uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que sera realizado por profissional treinado e
devidamente habilitado para realizar esse procedimento. Estou ciente que meus dados serdo mantidos
em sigilo pelo pesquisador. Se alguma alteragdo for encontrada no meu material genético, os
pesquisadores irdo me explicar o que foi encontrado e o que isso significa. O meu material ser4 guardado
no laboratério e se alguma outra pesquisa sobre telangiectasia hemorragica hereditaria puder ser feita
com esse material, primeiramente o estudo devera ser aprovado pelo Comité de Etica e pela Comissao
Nacional de Etica. Se tiver qualquer ddvida sobre o estudo poderei procurar a aluna de doutorado Angela
Maria de Assis (F: 3521-8661), pesquisadora responsével pelo estudo ou Profa. Dra. Carmem Silvia
Bertuzzo (F: 3521-8709), Profa livre docente na area de Genética Molecular, responsavel pelo estudo —
UNICAMP. Se tiver reclamacdes sobre qualquer procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do
Comité de Etica em Pesquisa da FCM, UNICAMP, F: 3521-8936. Eu li/ouvi o contetdo deste termo e

recebi esclarecimentos sobre as minhas dilvidas oralmente.
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Assinatura do paciente
RG:

Assinatura do responsavel legal
RG:

Assinatura da aluna de doutorado
Angela 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 participacao
no projeto de estudo intitulado: “ALTERAGOES MOLECULARES NOS GENES DA
ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM
TELANGIECTASIA HEMORRAGICA HEREDITARIA DOS TIPOS 1 e 2”.

Objetivo: O projeto demonstrara quais as alteragbes moleculares existentes nos genes da activina e
endoglina dos individuos com telangiectasia e se essas alteracées estariam influenciando no aumento ou
diminuicdo da expressao da proteina. A telangiectasia hemorragica hereditaria tem uma prevaléncia de
10-20/100.000 individuos brancos sem predile¢éo pelo sexo.

No Brasil, nenhum estudo foi realizado para determinar as alteragdes moleculares nos dois genes
responsaveis pela doenga. Estamos realizando este trabalho, para caracterizar as alteragées moleculares
nesses genes uma vez que este conhecimento pode contribuir de forma indireta para a melhoria da
terapia da telangiectasia. Para isso, como vocé tem telangiectasia hemorragica hereditaria, estamos
pedindo sua colaboracdo. Ndo ha remuneragdo aos participantes da pesquisa caso vocé ndo queira
participar, ndo tera qualquer problema. Em nada sera alterado o seu tratamento no Hemocentro e no
Hospital das Clinicas da UNICAMP. Caso concorde em participar, leia atentamente o que esta escrito
abaixo e assine duas vias desse termo. Uma delas sera entregue a vocé.

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, serdo coletados 10 ml de sangue a
ser colhida em veia de um dos bragos. Estou ciente que os riscos do procedimento sd0 0s mesmos que
terei com a coleta das amostras para exames de rotina (hematoma (“roxiddo”) no local da coleta de
sangue). Sei que posso sair do estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu
tratamento na UNICAMP. Sei ainda que meus dados serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador, e todo
acompanhamento clinico, genético e psicologico serdo realizados pelos médicos hematologistas e

psicélogos do Hemocentro. O meu material sera guardado no laboratério e se alguma outra pesquisa
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sobre telangiectasia hemorragica hereditaria puder ser feita com esse material, um novo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLEs) devera ser feito, e 0 estudo ser aprovado pelo Comité de
Etica e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CEP/CONEP).

Se tiver qualquer divida sobre o estudo poderei procurar pela aluna de doutorado Angela Maria de
Assis (F: 3521-8661, pesquisadora responsavel pelo estudo) ou o Profa. Dra. Carmem Silvia Bertuzzo
(F: 3521-8709, orientador responsavel pelo estudo), Hemocentro, UNICAMP. Qualquer reclamagéao sobre
o procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do Comité de Etica da FCM, UNICAMP, Fone:
3521-8936.

Eu li/ouvi o contetdo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas ddvidas oralmente.

R Grau de ParenteSCo .. .ummiiiiiiieeeeeeeeieeeeeeeeeeee e
g le T (=T o T PP PP UPPPP TP

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador
Campinas,.......... R R
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ANEXO 4

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido de controles, para participacao
no projeto de estudo intitulado: “ALTERAGCOES MOLECULARES NOS GENES DA
ACTIVINA (Activin receptor-like kinase-1-ALK-1) E ENDOGLINA (ENG) EM
TELANGIECTASIA HEMORRAGICA HEREDITARIA DOS TIPOS 1 e 2”.

Objetivo: O projeto demonstrara quais as alteragées moleculares existentes nos genes da activina e
endoglina dos individuos com telangiectasia e se essas alteragées estariam influenciando no aumento ou
diminuicao da expresséo da proteina.

No Brasil, nenhum estudo foi realizado para determinar as alteragdes moleculares nos dois genes
responsaveis pela doenga. Estamos realizando este trabalho, para caracterizar as alteragées moleculares
nesses genes uma vez que este conhecimento pode contribuir de forma indireta para a melhoria da
terapia da telangiectasia. Para isso, como vocé ndo tem telangiectasia hemorragica hereditaria, estamos
pedindo sua colaboracdo. Ndo ha remuneragdo aos participantes da pesquisa caso vocé ndo queira
participar, ndo tera qualquer problema. Caso concorde em participar, leia atentamente o que esta escrito
abaixo e assine duas vias desse termo. Uma delas sera entregue a vocé.

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, serdo coletados 10 ml de sangue a
ser colhida em veia de um dos bragos. Estou ciente que os riscos do procedimento sd0 0s mesmos que
terei com a coleta das amostras para exames de rotina (hematoma (“roxiddo”) no local da coleta de
sangue). Sei que posso sair do estudo a qualguer momento e que isto ndo vai prejudicar o tratamento de
meu familiar na UNICAMP. Sei ainda que meus dados serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. O meu
material serd guardado no laboratério e se alguma outra pesquisa sobre telangiectasia hemorragica
hereditaria puder ser feita com esse material, um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLEs) devera ser feito, e 0 estudo ser aprovado pelo Comité de Etica e pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CEP/CONEP).
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Se tiver qualquer divida sobre o estudo poderei procurar pela aluna de doutorado Angela Maria de
Assis (F: 3521-8661, pesquisadora responsavel pelo estudo) ou o Profa. Dra. Carmem Silvia Bertuzzo
(F: 3521-8709, orientador responsavel pelo estudo), Hemocentro, UNICAMP. Qualquer reclamagao sobre
o procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do Comité de Etica da FCM, UNICAMP, Fone:
3521-8936.

Eu li/ouvi o contetddo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas dlvidas oralmente.

N\ o]gaT=N o (ol o F= o1 1T o | (= PR
Idade ................ anos RG: e HCr
= g To [T =T oo Lo PP PPRRP
Nome do responsavel legal (se paciente menor de idade):........cccccurrrieiieeeeeciiiiieeee e
RGieere e Grau de ParenteSCo:.....uuiuiiieieeeeieeveeeiervieveveeevevevee e
= g Te [T T o o PP PRSP PPPTPPRPPP
Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador

Campinas,.......... R /-

82



Anexo 5

o

n° Localizacdo Tipo Mudanca de Nucleotideo Consequéncia
T Ex 2 8) 37delC p.[13E
2 Int 2 Sp ch1+10G—=A unknown
3 Ex 3 D c83delG p.R28k
4 Ex 3 D c86delG p.G29k
5 Ex 3 | € 139_140insG p.G4Bfs
é Ex 3 M c142G—A p.G48R
% Ex 3 M c143G—A p.G4BE
g Ex 3 M c.143G—A, 145delG, 146_147insT p.GA4BE, A49P
g Ex 3 | c144_145insG p. A4S
10 Ex 3 D c.145delG p. A4
11 Ex 3 M c150G—T p.W50C
12 Ex 3 N c150G—A p.W50X
13 Ex 3 M c152G—A p.C51Y
14 Ex 3 N c172G-T p.ESEX
15 Ex 3 D .190delC p.Q64fs
16 Ex 3 M € 199C—T p.REZW
17 Ex 3 M c200G—A p.RE7TQ
18 Ex 3 D ©203delG p.GéBk
19 Ex 3 M c231CG p.CT7TW
20 Ex 3 | ¢ 237 238insG p.REOf
21 Ex 3 | €243 244dupC p.T82K
22 Ex 3 M c286AG p.N9&D
23 Ex 3 D €289 294delCACAAC p.HP7_N98del
24 Ex 3 D ¢ 301_307delCTGGTGC p.L101fs
25 Ex 4 N € 352C—T p.Q1 18X
26 Ex 4 | €372 _373insCC p.P125F
27 Ex 4 M c383C—A p.A128D
28 Ex 4 D € 400delG p.A134Fs
29 Ex 4 D c406_409delGGTG p.G136fs
30 Ex 4 N cAZ3G—A pWI41X
31 Ex 4 N cA30C—T p.R144X
32 Ex 4 N cA39C—T p.QIATX
33 Ex 4 N cA75G—T p.E159X
34 Ex 4 D € 510delC p.G170fs
35 Ex 5 M € 536A—C p.D179A
36 Ex 5 | €625 _626insTG Splice defect, p.G209k
37 Int5 Sp c.626-6dell dbp Unknawn
38 Ex 6 M c632G—A p.G211D
39 Ex 6 M c643G—A p.E215K
40 Ex 6 D c664_668delCACGG p.H222X
41 Ex 6 M cb67G—C p.G223R
42 Ex 6 D c.682delG p W228fs
43 Ex 6 M cbBEAG p K229R
44 Ex 6 D ¢ 694_696delCTC p.5232del
45 Ex 6 D c 704delA p D235k
46 Ex 6 D c759_761delCGA p.D254del
47 Int & Sp 773 28G 5p|ic.e defect
48 Ex 7 D ¢ B10_822de|CACGCAGCIGTGG p.S271ks
49 Ex 7 M cB18T—C p.L273P
50 Ex 7 M < B27TC p 12767
51 Ex 7 | ¢ B838_846dupCACGAGCAC p.H280_H282dupHEH

(c.1120_1129dupCACGAGCAC) (¥379_380dupHEH)*

52 Ex 7 M cB51C—T p.S284F
53 Ex 7 M ¢B53C—T p.L285F
54 Ex 7 N cB58C—A p Y286X
55 Ex 7 | cB64_B6SinsT p 128%fs
56 Ex 7 M € 913TC p.S305P
57 Ex 7 M €916G—C p.A306P
58 Ex 7 N €. 924C—A p.C308X
59 Ex 7 M c.925G—A p.G3095
60 Ex 7 M €.940C—T p H314Y
61 Ex 7 N € 961C—T p. Q321X
62 Ex 7 D c972delA p P324F
63 Ex 7 M CIBEG—A p R329H
64 Ex 7 M c988G—T p.D330Y
65 Ex 7 M c.9BBG—A p D330M
66 Ex 7 M 998GT p.§333I
67 Ex 7 InDel < 1000_1005delCGCAATinsG p.R334fs
68 Ex 7 M < 1010T—C p L337P
69 Ex 7 M < 1023C—G pN341K
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Continuacao...

n° Localizacdo Tipo Mudanca de Nucleotideo Consequéncia
70 Ex 7 M c1031G—A p.C344Y
71 Ex 7 M c1031G-T p.C344F
72 Ex 7 A < 1039G—C p.ABATP
73 Ex 7 D ¢ 1042delG p.D348k
74 Ex 7 Sp (M) ¢ 1048G—C Splice defect, p.G350k
(p.G350R)
75 Ex 8 M ¢ 1054G—C p.A352P
76 Ex 8 D < 1061_1068del8bp p.M354Fs
77 Ex 8 | ¢ 1062_1080dupGCACTCACAGG GCAGCGAT p.Y¥361k
78 Ex 8 N c 1069C—T 0.Q357X
B0 Ex B D < 1107_1108delAG p.R36%Hs
81 Ex 8 [ c1112_1113insG p G371k
B2 Ex B M c1120C=T (e 1402C—T)* p.R374W
[p.R354W)"
83 Ex 8 D < 1120_1137del18hp p.R374_E379del
84 Ex 8 M c1121G=A pR374Q
85 Ex 8 M c1123T=C p.Y375H
86 Ex 8 [ 1125 1126insGTAC p-M376k
87 Ex 8 M c1126A—G p.M376V
g8 Ex 8 M c1127T=G pM376R
89 Ex 8 M c1133C—T p.P378L
20 Ex 8 M c1133C—A p.P378H
9] Ex 8 M c1135G—A pE379K (p.N375L)*
o2 Ex 8 M c1139T=G p.V380G
93 Ex 8 M c1157G—A p.R388H
94 Ex 8 N c1171G-T p.E391X
95 Ex 8 M c1189G—A p.D397N
9 Ex B M c1190A-G p.D397G
o7 Ex 8 M c1193T—A [c.1475T—A)* p1398N
o8 Ex 8 M ¢ 1196G—C p.W3995
99 Ex 8 M c1199C—A p.A400D
100 Ex 8 M e 1204G—A p.GAD25
101 Ex 8 M c1218GC p.WA06C
102 Ex 8 M c1221G—T p.E407D
103 Ex B M c1231C-T p.RATIW
104 Ex 8 M c1232G—A pR4TIQ (p.RAT IN)*
105 Ex 8 M c12326C p.R411P
106 Ex 9 M c1270C—A p.P424T
107 Ex 9 M 1 270C—T p.PA245
108 Ex 9 M c1271C-T p.P424L
109 Ex § M c 175G p.FA25L
116 Ex 9 M e 1297C—T p.P4335
i Ex § D ¢ 1299delC p.PA33k
12 Ex 9 M c1313T=C p.M438T
na Ex 9 M c1321G=A p. VA4 M
114 Ex 9 M c1355C—T p.PA52L
115 Ex 10 N c1385C G p.5462X
16 Ex 10 N c 1408G—T p.E470X
17 Ex 10 | . 1428_1429dupC p.5477ks
118 Ex 10 N e 1435C—T p R479X
119 Ex 10 M c 1436G—T p.RA75L
120 Ex 10 M e 1450C—T p RABAW
121 Ex 10 | ¢ 1450C—T, 1450 1451insG p.RABAWE
122 Ex 10 M ¢ 1460A—C p.K4B7T
123 Ex 10 N c 1468C T p.G4 90X
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Abstmact Hereditary  hemorthagic  telangiectasia
(HHT) or Oder-Rendu—Weber disease is a systemic
fibmvascular dysplasa with an autosomal doodnant
mheritance pattemn. Mutations in two genes, endoglin
and ALK-I, ame known to cmse HHT, both of which
mediate signaling by tmnsforming growth factor §
ligands in vaszcular endothelial celk. Ten patients were
analyzed Diagnosis of HHT was camried out by means of
family history, recurment bleeding, and the presence of
multiple telangiectases kesions. Conformation-senstive
gd clectrophomnesis analyses with consistent abmormal
migration patterns were cloned and sequenced using the
MegaBace 1000 DNA automated analyzer. Three novel
mutations were identified in the coding sequence of the
ALK-l gene in five patients and their families, which
demaonstrated chnical manifestations of HHT type 2.
These mutations inchided a G insertion and a T deletion
of single base pairs in exons 3 and 7, as well as missense
mutations i exons 7 and 8 of the ALK-1 gene. These
data indicate that lossof-function mutations in a single
allele of the ALK] locus are sufficient to contribute to
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defects in maintaining endothelial imtegrity. We suggest
the high rate of mutation detection and the small see of

the ALK-1 gene make genomic sequencing a viable
diagnostic test for HHTL.

Keywords Activin receptor-lice kinase 1 (ALK} -
Endoglin (ENG) - Hereditary hemorrhagic
telangiectasia (HHT)

Introduction

Hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT) or Os-
ler-Rendu-Weber disease (ORW) & an sutosomal
dominant multisystemic vascular dysplasia (Flavchu
et al. 1989, Guttmacher ot al. 1995), characterized by
severe recument mose bleeding, localized mucocuta-
meols telangiectases, gasrointestinal hemorrhage, as
well as arteriovenos malformations (AVM) in the
lumgs, liver, gastrointestinal tract, and brain, which can
cause severr kchemic injury or stroke (Guttmacher
et al 195). Gastroimestinagl bleeding occurs in
approximately one third of patients, especially in later
life, and is well recognized (Flauchu et al. 19859).

Estimates of the incidence of HHT vary widely, but
stadies have shown that it affects between 1 in 8345
and 1 in 40,000 peaple with even a higher incidence in
some isolated populations (Shovlin et al 2NN, Berg
et al. 2003 ). The mortality rate as a direct result of the
disease & about 36% (Sawabe et al. 2001). Further-
mone, Kjelden etal. 1999 reported an increased
mortality among young HHT patients when compared
with those of patients older than 60 years.

Moalecular heterogeneity of the discase has been
revealed by linkage and mutational studies showing at

&) springer
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least two distinet lod for HHT. The first locus, HHT-1,
comprises the endoghn (ENG) gene mapped to chro-
meeome B33 (McAllister et al. 19%4a, b). Studies have
shown that patients with HHT-1 are more likely to
develop pulmonary arneriovenows  malformations
(PAVM) than patients with HHT-2 (Berg et al. 1996).
Endoglin is a TGF-f binding protein, expressed
predominantly by endothelial cells and placenta
(Gougee and Letarte 1990, Cheifetz et al. 1992). Loss-
of-function mutations in the human ENG gene cause
HHT type I, which is characterized by a higher prev-
alence of symptomatic PAVM (Attizano et al. 1903).
The second locusz, HHT-2, harbors the activin-like
kimase meceptor-1 (ALK-1) gene, which has been
mapped to the pericentromeric region of chromosome
12 (Vincent etal 1995; Johnson etal. 1996} The
ALK-1 protein has the properties of a type 1 serine-
threoning kinase receptor (Aftisano etal. 1993; ten
Dijke et-al. 1993). Both genes are membes of the
TGF-f receptor superfamily (Cheifetz et al. 1992; At-
tisano et al. 1993; ten Dijke et al. 1993) and are highly
expressed in endothelial cells and other wascularized
tissnes such as lung and placenta (Attisano et al 1993 )
The ALK-1 gene is a type I cell surface receptor for
the tramsforming growth factor § (TGF-§) and has the
properties of & type I serine threonine kinase receptor
superfamily of ligands; howewver, its ligand and corre-
sponding type I receptor are unknown This receptor
has been shown to bind either activin ar TGF-ff in the
presence of their respective type 11 receptors, but it
does not bind to any ligand alone {Atfisano et al.
1993). These genes mediate hinding and sigmaling of
TGF-f. ALK-]1 can intersct with TGF-ff or activin,
type Il receptars as shown by Oh et al. 200K, but the
mechanisms for downstream signaling of ALK-l are
yet to be elucidated
Mutations in the ALK-l gene in HHT-2 patients
mnclude nomsense and missense mutations, as well as

Tahle 1 Chinical charsctenstios of pltients with HHT type 2

irsertions and deletons resulting in  frameshifts
{Johnson et al. 1996; Piantanids et al. 1996; Olivieri
et al. 2002}

These mutations have been found thmoughout the
ALK-] gene coding region, including the extracellular
ligand binding, transmembrane and the intracellular
kinase domains. The nature and location of these
mutations suggest that HHT type 2 results from los of
function of the ALK-1 gene.

In order to analyze the maolecular abnormalities in
ten unrelated patients with HHT, we have performed a
complete sequencing of the coding region of the ENG
and activin genes. We were able to identify mutations
anly in the ALK-1 genc in five paticnts.

We have developed polymerase cham reaction
{PCR} assays to amplify cach exon of the coding region
af the ALK-1 and ENG gene from genomic DNA. The
ALK-1 and ENG genes were sequenced in ten related
and unrelated patients with HHT.

Subj ects, materials and methods
Human subjects

Informed comsent was obtained from all patients and
contmols, and the study was approved by the local ethics
COmmittes.

A diagnosis of HHT was carried out in ten unrelated
patients by (1) family history, (2) recurrent episodes of
bleeding, and {3} the presence of multiple telangiec-
tatic lesions (Shovlin et al. 2000). The summary of the
patients’ clinical data is shown in Tahle |. Vascular
abnormalitics in the gastromtestmal tract, pulmanary,
hepatic, and brain circulations were investigated by at
least one objective diagnostic method such as endos-
copy, ultrasound, and computerized tomography. A
panel of 252 chromoeomes from unrelated individuals

Family Gender Age Climi ol rrsmnifes: a tiom

Sies of belang ectases

{years)

Fl M a2 Hilsteral spitaxi frsquent since infancwanemis Telangisdsis i gestrointesins] tract, omal, snd nexsl

P F 3 Epdstax &ffr equent snemis Telangi=dmin in ol cavity, fsce, and hands

F3 M kg Epstaxi recument since infanoyidigestive Telangiedais in nassl septum, oml face, and hands
hemanrhagefsnemia

H F Epsiaxs and me lenalanemis Telangisdssia in ol mooosms and hends

F5 M &l Epitax® and me lena' snemis Telangiedmin in mucms nassl Goe and hamds'

digestive hemomhage

Fa M 55 Epstax &/ squent snemin Telangiedaxis in fane and hamds

F F B Epsiaxs and me lenalanemis Telangisdssia in face and hamds

Fa F 48 Epstax s frequent singe infancy Telangiedmin in oml mucows in face and hanads

=) M T3 Hilatersl spistax wfrequent anemin Telagiectasin in face and rmk

Fin F a0 Hilstersl spastaxis Telsngisdasis in ol mucos, face, snd hands

£) springer
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without the disease was wsed to evaluate the frequency
of gach mutation inthe general population.

Materials and methods
Extraction of DNA from peripheral blood

Crenomic DNA was exiracted from 1-3 ml of periph-
eral blood lymphocytes and separated from blood
collected in EDTA obtaimed from healthy volunteers
and individuals with HHT in a steady state, using
standard procedures.

Mutation analysis

Initially, PCR and sequencing were performed, and
when frameshift was detected, this fragment was then
claned and sequenced

PCR amplification of individual exons

All coding regions and flanking intronic sequences of
the ENG and ALK-T genes were amplified by PCR.
Primer sequences and conditions for both genes were
previously described by Berg et al (1997) and McAll-
isteret al. (1994a, b}, respectively. PCR products were
run on 1.53% agarose/l5 TBE gels.

Cloning of the PCR. products

Polymerase chain reaction products were doned mto
the commencial vector SureClome Ligation kit
{Amersham Bicsciences, 5an Francisco, CA), and
plasmid DMNA was prepared using the Wizand Plus SV
Minipreps kit (Promega; httpe//www promega.cdm).
Cycle squencing was performed using the MegaB-
ACE Dye Terminator procedure, and reactions were
analyzed by a MegaB ACE 1000 automatic sequencer
{GE Healthcane Life Sciences, USA; http/iwwege-
healtheare.com). Conservation of the region affected
by the mutation was determined by the use of the Blast
algorithm to match the ALK-1 region containing the
mutation against the GenBank (httpiwww.nchi.nlm
nikigov) monredundant protein database.

Automized sequencing

Direct sequencing of PCR plhsmid products were

enced in forward and meverse orientation om a
MEGABACE 1000 sequencer wsing the D'YEnamic
ET Terminatar cycle sequencing kit {GE Healthcare,

USA; hitpedfwww gehealthcarecom ), according to the
manufacturer's imstructions. The sequences were ansa-
lyzed by the sequence analyzed software uxing the
Base Caller Cimarmn 3.12 (GE Healthcare, T/5A;
http:/iwww. gehealtheare.com ).

Polymorphism screening

For each mutation, a panel of 126 healthy normal
contmoel individuals' penomic DMNAs from wnrelated
individuals was screened. As a screening method for
mutation detection, we carried out conform ation-sen-
sitive gel electrophoresis (CSGE) as described by
Canguly et al. (1993), a method that allows the
detection of single base musmatches in DNA het-
eroduplees. We have utilized CSGE to screen for
potential mutations in a mixed population of mormal
controls. The entire coding region and introm—exon
boundaries of the ALK-1 gene and ENG gene were
analyzed

Following the amplification of the PCR product,
20 pl of each sample was heated at 98°C for 5 min
followed by incubation at 68°C for 1 h to generate
heteroduplexes. The best separations of heterodu-
plexes and homoduplexes were obtained with a stan-
dard 6% polyacrylamide gel polymerized i 10%
ethyleneglycol/l3%  formamide/Tris-taurine  buffer
05% (Sigma-Aldrich Brasil Lid, httpedswww sigma-al-
drich.com. br)

Results

Identification of novel mutations detected
inthe ALK-1 gene

In this article, we studied ten patients with clinical
features of HHT, five of them presented four mousta-
tions in the ALK-1 gene {three novel and one already
described). ENG was not found in amy of the ten
analyred patients.

As to the three novel mutations in the ALK-1 gene,
two of them are frameshift mutations dentified in ex-
ons 3 and T after direct sequencing of the PCR prod-
ucts, suggesting the existence of a deletion or insertion,
and one is & missense mutation identified in exon 7. As
to the mutation already described in the Lterature, it is
& missense identified in exon B

The first movel mutation was a T deletion
{e.913deIT} in exon 7 in three patients (brother'sister
and one unmelated identified at Table 2andFig. 1 as F3
and F2, respectively). The same patient (brother, F3)
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Tahle 2 Sommory of ALK-1 gene muisfions in HHT type 2

Family Lo fiom Gene nams Prodein regiom DMNA change Mutstion found {pamition )
Fl1 Exon T ALK-1 Extracellular domain Py B c 0 4-05in=0}
F2 Exmn VT ALK-1 Kinase dvmasin PSerdl5h c9l3de T
Fi Exm VII ALK Kinme domasin Pl 3V asl 9764 = G
Exm VIT ALK-1 Kinsse domain PSerdl5 & 9 3del T
F4 Exan VIT ALK-1 Kinase domain ity 25er cIZ0EG = A
F5 Exon VITI ALK-1 Kinase dymsin p.Ghd (28 er cI2080 > A

ako presnted the second missense mutation
{cOThA = G ), which was not found in his sister (F3).

The third novel mutation (c2Mins(G} was a G
msertion in the exon 3 (father and son: Table 2; Fig. 2
as Fl}L

The fourth mutation, which is a misense and has
already been described in the literature (c 124G = A),
was found in three patients (aunt/niece and one unne-
Inted, Table 2 and Fig. 1 as F4 and F5, respectmely;
Ahdalla et al 2000; Trembath 2001 Olivieri et al.
32 Lesca et al. 2004).

Those four mutations identified in our five patients
are shown in Table 2 and Fig. 2. For each mutation a
screcning in a panel of 126 normal control mdividuals
was performed to define if these mutations would mot
represent genetic palymarphisms of the studied popu-
lation. The summary of the mutabons identified is
shown in Table 2 and Fig. 2.

Diiscusion

Endoglin and ALK-1 have been neported to demon-
strate an association with HHT (McAllister et al
1994a, b}, an autcesomal dominant deorder that causes
localized angiodysplasia (Johnson ot al. 1996).

Phenotypic penctrance in HTT & age dependent
and, at about the age of 40) years, patients are expectad
to presemt charactenstic clinical manifestations. The
mheritance of at least one single mutant copy can
predspose the individual to the development of the
vascular abnormalities observed in HHT, which are
modulated by several genetic, physiologic, and
mechanical events (Porteous etal. 1992). Litle is
kmown about the genetic basis of the ohserved clinical
heterogencity of HHT. Even within the same family,
there could be great variations with respect to the
manifestation and severity of the disease (Shovlin et al.
19497

These data indicate that los-of-function mutations
i a single allele of the ALKI locus are sufficicnt
to conmribute to defects in mamtaining endothelial

integrity.

£} Springer

In our work with this series of patients with type 2
HHT, three novel mutations and a mutation already
described in the ALK-]l gene were identified. All of
these four mutations affect the kinase domain of the
ALK-1 gene, and both the deletion and the irsertion
change comserved amino acids.

From the four detected ALK-l gene mutations, the
imnsertion within exon 3 encodes the extracellular do-
main. The T deletion within exon 7 and the other two
mutations within exon 7 and & encode the kinaze do-
main located near highly conserved cysteines. Several
studies suggest that the majonty of the mutations
grossly trunmeate the ALK-1 pmtein and are, thus
classic functional mull alleles (McAllister et al. 19%da,
b, Johrson et al 190 Gallione et al. 1998; Klaws ot al
19498%; Pece-Barbara et al. 2005).

Five patients did not present any mutations m ALK
or ENG genes, suggesting that the discase may be
linked to other loci. In these five patients, the ENG
gene was sequenced, and no mutation was found. We
have performed the whole coding sequences of both
genes (ALK-1 and ENG), suggesting the existence of a
third HHT gene mentioned by Piantanida et al. {1996}
Wallace and Shovlin (2000} confirmed, by linkage
analyses, the exclusion of linkage to ENG and activin
(chmmosome ? and chromosome 12)

Indeed, the presence of a third rare variant may be
speculated, as suggested by Plantamida et al (19%6)
and Wallace and Shovlin (2000}, who described the
existence of another locus accounting for the dsease in
some HHT patients with pulmonary mvolvement

The exstence of another locus accounting for dis-
ease in some HHT patients with hepatic involvement
was described by Cole et al. (2005), a new locus for
HHT3 has been mapped at chmmosome 5 (5q31.3-
5g32) and will probably account for a subset of indi-
viduak without mutations in the ENG or ALK-1 genes

One of the central questions in HHT research has
been the cawse of the disease phenotype, whether it is
due to haploinsufficiency or to dominant-negative
interactions between mutant and normal proteins. The
current model, therefore, is that the disease phenotype
is the msult of inherited haploinsufficiency of either
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Fig. 1 Padigrees of five HHT families sffeced mdviduak are
mdicated by black symboly and unsffeced by whis symbols.
Sqpusres meprsoiel mals, crde mepesont fomales, =nd =
sloghed symbol ndotes a deceased individusl. The individuasls
of the families F1 {I-1 and 151}, F2 {I1-1}, F3 {IT-5 and -6}, F4
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mepresentation of the ATE-1
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ALE-1 or ENG genes. Missense mutations that are
stably expressed can result in constitutively active
proteins o in & gain of function, or they can display a
dominant-negative mechanism (Wilkie 1994).

We describe herein three novel mutations in the
ALE-1 gene in & group of Brazilian HHT patients. All

-1

{115 =ma TT-1), amed FS (TI0-] fhod o0l heensequeniced onee, and
joined mutations are in Table 2. The aother mdividuals of F3 (1-1,
T-1, Ti6 and 111-2), F£ (12, IT-4 and T-5), and F5 {1,001, 112
amid T3} haed not been ssquenced and had only beendited by the
matients & carryingthe llnes

eI

ATP Binting site

of the mutations detected are novel and have not
been published previowsly. From an initial group of ten
patients, we identified ALK-1 mutations in five of
them, as demonstrated in Table 2 and Fig. 2. As it was
not possible to establish specific ALK-1 gene mauta-
tions in the other five patients, we performed a genetic
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stdy in the ten patients, and no ENG mutations were
identified, suggesting that the phenotypic pattem of
HTT may be linked to distinct genetic regulators, such
as mutations in other genes or alterations in the pro-
moter region. Sinee, to date, no mutations in the ALK-
1 exan 1 have been reported, this region was not in-
cluded in the analysis as described by Attisano et al.
(1993}, the exon 1 contains the 5 untramslated se-
quence and is part of exon IL for ten Dijke etal
(193], it iz a splice vanant that appears from the
splicing of exon 1 to a consensis splice junction present
7 bp upstream of the start in exon 11 In five alleles, we
found frameshift mutations such as a G nsertion
within the exon 3 (Table 2, Fig | as F1; which encodes
the extracellular domain ) and the deletion of a simgle T
mugdeotide in exon 7 (Table 2, Fig. | as F3; a kinase
domain). Two missense mutations wem also charac-
terized in a highly conserved cysteine-containing re-
gion, melated to exons 7 and & a pOe326Val
subatitution and a p.Glydi2Ser substitntion {Table 2,
Fig. 1 as F4 and F5), respectively.

In one patient, it was possible to characterize the co-
inheritance of both the T deletion (p.Ser305{s) and the
p-Ne326Val substitution (Fig. | as F3). To the best of
our knowledge, this is the first description of two mu-
tant alleles in the same individual Omne important
question is concerned about the genotypic determi-
mants of HHT phenotypes Commaonly, TGF-§ may
activate both the ALK-1 and ENG in association with
the receptar [L One possible explanation for the HTT
phenotype variahility may be the existence of an
abnormal ALK protein, which might have the ability
to bind to the type 11 receptor without producing signal
transduction, either because of kinase domain dismp-
tion or due to extracellular domain alteration, leading
to lignnd-hinding failure (Piantanida et al. 1996).

The lack of correlation between the genotype and
clinical manifestations of HHT supports the haploin-
sufficiency model and dominant-negative effect as
suggested in MeAlister etal. (1995} and Berg et al.
(1997 1. This current model postulates that the disease
phenotype may be developed despite the presence of
at least a half normal tisue ALK-1 or EMG, which
indicates a dominant-negative mechanism (Wilkie
1994; Pece-Barbara et al 25).

Seweral stadies have suggested that pulmonary
AVMs are more frequent in HHT1 than HHT2
patients.

Cur results support the hypothesis that HHTZ, like
HHTL, is associated with haplomsufficiency, as previ-
ously suggested (Piantamida ot al. 1996).

We canclude that the mte of mutation detection by
the genomic sequence of the ALK-1 gene suggests that

£} Springer

thie will be a potential weful diagnostic test for HHT
type 1 Moreover, thi= approach will be particularly
important for identifying young HHT patients at high
risk of developing severe complications.
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