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ALMEIDA, Yasmim Cristina Ferreira de. Frequéncia e analise funcional de variantes
genéticas no gene da endoglina em uma populacdo miscigenada. 2019. (Dissertacao)
Mestrado em Processos Interativos de Orgdos e Sistemas — Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia.

RESUMO

Introducdo: a endoglina (ENG, CD105) € um correceptor integrante da familia do fator
de crescimento transformante-beta e participa da regulacéo de processos celulares como
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose. ENG € mais conhecida por sua
expressdo em células endoteliais, desempenhando papel importante na angiogénese e na
vasculogénese, porém sua expressdo diferencial j& foi associada a desfechos
patogénicos, inclusive devido a mutagdes no gene ENG. Objetivos: descrever a
frequéncia de variantes genéticas em ENG, analisar a distribuicdo da frequéncia alélica
de populagbes pseudoancestais, analisar funcionalmente in silico as variantes genéticas
em ENG e descrever as variantes genéticas que possam estar envolvidas em processos
patogénicos descritos em outras populacGes. Metodologia: utilizamos os bancos de
dados genémicos dos projetos SCAALA e ProAR, para o presente estudo descritivo. A
informacg&o genética foi extraida e as anélises genéticas descritivas e funcional in silico
foram realizadas através de programas livres e plataformas on-line. Resultados: foram
analisadas 85 variantes genéticas, dessas, 50 variantes apresentaram alelo de menor
frequéncia (MAF) entre 0% e 50% e 32 variantes foram monomorficas. As frequéncias
das variantes genéticas, no geral, foram intermediéarias entre as frequéncias de
populacdes africanas e europeias. As analises funcionais in silico indicaram que, entre
as 33 variantes missense extraidas, 10 apresentaram escore prejudicial. Conclusao:
variantes genéticas em ENG, descritas no presente trabalho, foram previamente
associadas com os alelos mais frequentes em outras populacdes ao fendtipo de
malformacdo arteriovenosa cerebral esporadica, telangiectasia hereditaria hemorragica
tipo 1 com apresentacdo de malformacdo arteriovenosa pulmonar e a pré-eclampsia.
Estudos adicionais sobre os mecanismos funcionais desse gene sdo necessarios, uma
vez que a ENG participa de uma série de processos celulares importantes e mais
esforcos devem ser feitos para estudos genéticos na populacao brasileira, considerando a
miscigenacdo dessa populacéo.

Descritores: Endoglina. Antigeno CD105. Polimorfismo genético. Polimorfismo de
nucleotideo unico.
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ALMEIDA, Yasmim Cristina Ferreira de. Frequency and functional analysis in silico of
genetic variants in the endoglin gene in an admixture population. 2019. (Dissertacao)
Mestrado em Processos Interativos de Orgdos e Sistemas — Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia.

ABSTRACT

Introduction: endoglin (ENG, CD105) is a correceptor of the transforming growth
factor-beta family and it participates in the cellular processes regulation such as
proliferation, differentiation, migration and apoptosis. ENG is most known for its
expression in endothelial cells, playing an important role in angiogenesis and
vasculogenesis. Furthermore, its differential expression has already been associated
with pathogenic outcomes, some of them associated with mutations in the ENG gene.
Objectives: to describe the genetic variants frequency in the ENG gene in the Brazil’s
population, to analyze the allele frequency distribution of pseudoancestral populations,
to perform in silico analysis with genetic variants found in the endoglin gene and to
describe genetic variants that may be involved in pathogenic processes described in
other populations. Methodology: we used the SCAALA and ProAR genomic database
for the present descriptive study. The DNA was genotyped, and functional analysis in
silico was performed using free programs and online platforms. Results: 85 genetic
variants were analyzed, 50 SNVs presented minor allele frequency between 0% and
49% and 32 variants were monomorphic. Functional analysis in silico indicate that from
the 33 missense variants, 10 had damaging escore. Conclusions: variants in endoglin
that have been previously associated with sporadic cerebral arteriovenous
malformations, hereditary hemorrhagic telangiectasia type 1 phenotype with pulmonary
arteriovenous malformations, and preeclampsia. Further investigation regarding the
functional mechanisms of this gene are necessary, since the endoglin participates in a
range of important cellular processes and more efforts should be made for genetic
studies in the Brazilian population, considering the admixture phenotype.

Keywords: Endoglin. CD105 antigen. Genetic polimorfism. Single nucleotide
polimorfism.
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1 INTRODUCAO

A endoglina, também conhecida como ENG ou CD105, é um correceptor que
vem sendo amplamente descrito como constitutivamente expresso em células
endoteliais vasculares. A ENG exerce papel crucial no processo de angiogénese, no
remodelamento vascular e na homeostase, participando do controle de diversos
processos celulares, incluindo diferenciacdo, proliferacdo, inflamacédo e cicatrizacdo de
feridas, por meio da sua atuagdo como integrante da familia do fator de crescimento
transformante-beta (TGF-p) (1-3).

Apesar de ser mais conhecida por sua expressao em células endoteliais
ativas, a ENG ¢é encontrada em diferentes tipos celulares, tendo sua expressao
diferencial associada a processos patoldgicos, principalmente envolvendo o endotélio.
Sua expressdao aumentada em células endoteliais vasculares estd relacionada a
embriogénese (4,5), sendo também descrita em alguns processos patolégicos. Os niveis
plasméticos aumentados da ENG soltvel também séo relatados em condigdes como pre-
eclampsia (6,7), cancer, metastase (8,9), doencas relacionadas a inflamacdo, como
aterosclerose, diabetes mellitus tipo Il (10), psoriase, artrite reumatoide (11) e, mais
recentemente, em leucemias agudas (12), representando um potencial biomarcador para

essas patologias.

A importancia da ENG na fisiologia do organismo foi demonstrada através da
inibicdo do gene eng em camundongos, em que embrides homozigotos (ENG™) revelam
um estagio embrionario precoce e letal devido a malformag6es cardiovasculares, com
ruptura de vasos e falta de transicdo endotelial-mesenquimal (13-15). Adicionalmente,
foi demonstrado que mutagdes germinativas levam a diminuicdo de funcdo da ENG,
configurando um distirbio autossdmico dominante denominado telangiectasia
hemorragica hereditaria tipo 1 (HHT1) (3,15-17). Diversos estudos sdo conduzidos para
a investigacdo da influéncia da base genética na patologia e seus diferentes fen6tipos de
acordo com a apresentagédo de severidade, bem como a conducdo de estudos funcionais
da molécula, possuindo mais de 500 variantes genéticas descritas em ENG associadas

ao HHT1 em base de dados internacionais.

Em contrapartida, foi identificado que a superexpressdo da ENG no endotélio

vascular esta relacionada a progressao tumoral, com presenca de angiogénese induzida
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por tumores sélidos (1), desta forma, os anticorpos anti-endoglina sdo utilizados como
alvo principal para terapia anti-angiogénica (1,2,18). Além disso, ENG vem sendo um
dos genes candidatos das vias da angiogénese para os estudos de associacdo das
variantes genéticas com pré-eclampsia (19-22) devido a presenca elevada da ENG
circulante no soro de mulheres com pré-eclampsia, sendo maior e mais significativa

antes do inicio dos sintomas clinicos da condicdo (6,7).

Considerando que a endoglina apresenta papel fundamental para a homeostase e
fisiologia do organismo e que variantes genéticas podem implicar em desfechos
fisiopatoldgicos, 0 presente estudo prop6s descrever a frequéncia de variantes genéticas
em uma amostra populacional brasileira, comparar com populagfes ancestrais
envolvidas na composicdo demogréafica dessa populacdo, analisar funcionalmente
através de método in silico as variantes genéticas que apresentem consequéncia
missense, bem como descrever as variantes genéticas presentes na populacao brasileira
ja relatadas na literatura que podem estar potencialmente envolvidas em processos

patogénicos em outras populagdes.
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2 JUSTIFICATIVA

A endoglina medeia diversas funcdes celulares, compreendendo um importante
papel na regulacdo da angiogénese e remodelamento vascular. Apesar de ser mais
conhecida por sua expressdao em células endoteliais, a endoglina ja foi encontrada
expressa em diferentes tipos celulares, tendo sua expressdo diferencial associada a
desfechos patogénicos. Desta forma, conhecer as variantes genéticas no gene da
endoglina que estdo presentes na populagdo brasileira, considerando que esta seja
miscigenada, tri-hibrida (descendente de africanos, europeus e amerindios), comparando
com as populacbes ancestrais, com predominio africano e europeu, possibilitara
descrever e analisar as variantes genéticas presentes na populacdo brasileira e que
podem estar potencialmente envolvidas em processos patogénicos ja descritos em outras

populacdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Descrever a frequéncia de variantes genéticas no gene da endoglina em

uma populacdo brasileira.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar a distribuicio da frequéncia alélica de populacdes
pseudoancestais;

- Descrever atraves de analises in silico as caracteristicas funcionais e
regulatorias de variantes genéticas no gene da endoglina;

- Descrever variantes genéticas no gene da endoglina que possam estar

envolvidas em processos patogénicos descritas em outras populacdes.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Endoglina

4.1.1 Expressao, descoberta e funcéo

A endoglina, também conhecida como ENG ou CD105, foi identificada e
descrita como um marcador de superficie em uma linhagem de célula leucémica pré-B,
denominada HOON, através do desenvolvimento de anticorpo monoclonal murino
(mAb) 44G4 (23). Com o0 avango das pesquisas acerca do mAb 44G4 e seu uso em
imunohistoquimica de cortes histologicos diversos (linfonodo, amigdala, baco, timo,
rim, pulmo e figado), verificou-se que 0 mAb 44G4 reage fortemente com as células
endoteliais (ECs) de todos os tipos de vasos sanguineos, como capilares, arteriolas,
veias, vénulas e vénulas endoteliais altas, inclusive no corddao umbilical (23,24). Desde
entdo, a ENG vem sendo amplamente descrita como constitutivamente expressa em ECs
vasculares, exercendo papel crucial no processo de angiogénese, remodelamento
vascular e homeostase, participando do controle de diversos processos celulares,

incluindo diferenciacao, proliferacao, inflamacao e cicatrizacdo de feridas (1-3,18,25).

Outros tecidos e tipos celulares para além das ECs sdo relacionados a expressao
da ENG, como sinciciotrofoblastos de placenta a termo (26), células do estroma (27) e
certas celulas hematopoiéticas de linhagens linfoide e mieloide, como mondcitos e

macrofagos ativados (28), bem como células tronco hematopoiéticas (29,30) (Tabela 1).

Tabela 1 - Tipos celulares que expressam ENG em tecidos humanos normais.

Localizacdo Tipo celular
Sistema cardiovascular Células endoteliais

Musculatura lisa das células endoteliais
Sistema hematoldgico Fibroblastos estromais de medula 6ssea

Células progenitoras B
Precursores eritroides
Células CD34+ circulantes
Sistema reticuloendotelial  Macrofagos intersticiais da polpa vermelha do bago
Mondcitos ativados
Macro6fagos diferenciados
Células dendriticas foliculares em 6rgdos linfoides
Sistema genitourinario Células intersticiais da regido extraglomerular do rim
Células mesangiais da regido glomerular do rim
Células basais dos tubulos seminiferos
Sistema tegumentar Melandcitos
Embri&o Sinciciotrofoblastos de placenta
Células mesenquimais embrionarias do coragdo

Fonte: Adaptado de Dallas et al., 2008 (31).
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A expressdo do gene da endoglina (ENG) foi catalogada pelo Genotype-Tissue
Expression Projetc (GTEXx Project, https://www.gtexportal.org/) em diferentes tecidos,
apresentando maior expressdo em tecidos do sistema cardiovascular (artérias e
coracdo), seguido de pulméo e ovario, e menor expressao em sangue periférico, sistema
nervosoe em linfocitos transformados pelo EBV (Anexo). No entanto, sua funcéo e
estrutura continuam sendo explorados para elucidacéo, visto que a expressao diferencial

de ENG implica em processos patologicos envolvendo, principalmente, a vasculatura.

4.1.1.1 Estrutura de endoglina

A endoglina é uma glicoproteina transmembranar do tipo I, expressa como um
homodimero de 180 kDa, contendo duas subunidades ligadas por ponte dissulfeto. A
estrutura da ENG humana (Figura 1) € composta por 658 residuos de aminoécidos
dispostos em um grande dominio extracelular (576 aminoacidos), uma regido
transmembranar (25 aminoacidos) e uma pequena cauda citoplasmatica (47
aminoacidos) (32,33).

A molécula ENG inicia com um peptideo sinal (residuos 1-25), sequida do
dominio extracelular, denominado ectodominio (ECTO), que se apresenta como uma
clpula feita de monbmeros orientados antiparalelamente, compreendido em
dominios/moédulos: dominio 6rfdo (OR, do inglés orphan domain; residuos 26-330),
assim denominado por ndo possuir estrutura com homologia descrita, e dois modulos de
Zona Pelucida (ZP) (residuos 349-576) (33,34).

Estruturalmente, a ENG pertence a familia ZP, que corresponde a uma
estrutura bipartida (ZP-N e ZP-C) e compreende uma importante regido para a
polimerizacdo e a interacdo de proteinas, contendo oito residuos de cisteinas (Cys)
conservadas e distribuidas pelos modulos ZP, permitindo ligacGes dissulfeto
intramoleculares (34,35), implicando na homodimerizacdo e na estabilidade da
molécula (3,33). O dominio ZP-N contém uma sequéncia que compreendeuma alca
exposta de um acido tripeptideo arginina-glicina-aspartico (RGD) nas posi¢cdes 399-
401, constituindo provaveis locais de glicosilagcdo ligados a N (33,34,36) e apresenta,
tambeém, potenciais sitios de glicosilacdo ligados a O: Asn88, Asn102, Asn121, Asn134
e Asn307 (32). Dessa forma, a ENG ¢ altamente glicosilada, contribuindo para o seu
papel na adesdo celular mediada por integrinas (32,37) e permitindo sua conformagéo
multimodular (7,32,34,38). A estrutura de ZP-C compreende cerca de 113 aminoacidos
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e contém uma Unica ligagdo dissulfeto intramolecular (33), incluindo os residuos
Arg437-Gly558, um importante local para interagdo com os receptores da familia TGF-
B: ALK1, ALK5 e TBRII (discutidos na proxima secdo), sendo que ALK1 também se
liga a ZP-N na regido que engloba os residuos Glu26-Arg437 (34,36).

A estrutura de OR abrange os residuos 26-330 e consiste em dois dominios
entrelacados (OR1 e OR2, vide Figura 1) que compartilham uma dobra entre si, sendo
OR2 alinhado por sua porgdo C-terminal com N-terminal de OR1. Ambos possuem em
torno de 18% de similaridade entre suas sequéncias de aminodcidos e contém uma
ligacdo dissulfeto conservada envolvendo os residuos C30-C207 em OR1 e C53-C182
em OR2. Acredita-se que OR1 tenha sido gerado através da duplicagdo da sequéncia de
OR2 com posterior permutacdo circular (33). Os residuos de cisteina (Cys30, Cys53,
Cys182, Cys207, Cys242, Cys330 e Cys350) encontrados na por¢do OR sdo alvos

potenciais no envolvimento de ligacdes intermoleculares da ENG (34).

Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura da endoglina homodimérica.

Peptideo sinal

—— Dominio orfao

Zona Pelicida

—— Dominio transmembranar

—— Dominio citoplasmatico

Nota: SP, peptideo sinal; OR, regido 6rfdo; ZP, zona pellicida; TM, dominio transmembranar; CT,
dominio citoplasmatico.
Fonte: Adaptado de Saito et al., 2017 (33).

O médulo OR possui alta afinidade para o ligante BMP9 (também conhecido
como fator de diferenciagdo de crescimento 2, GDF2) e ALK1 em ECs (39-41). Um
estudo in vitro recente evidenciou que ENG faz ligacdo direta ao BMP9 envolvendo 0s
residuos N268-1271, S278 e F282, pressupondo que BMP9 seja retido na superficie
plasmética devido a bivaléncia de ENG, o que possibilita a ligacdo de ALK1 em sitio

diferente de BMP9, configurando um complexo ternario (Figura 2). Neste aspecto, a ZP
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parece intervir através da sua dimerizacdo, com uma disposicéo estrutural semelhante a
um anticorpo (Figura 2A), permitindo uma maior estabilidade e avidez do ECTO de
ENG e aumentando a retencdo de ligantes, possibilitando dois locais de ligagdo (ver
Figura 2B). Outros componentes importantes que se ligam a por¢do OR em ENG e que
sobrepde ao sitio de ligacdo a BMP9, sdo mAb anti-endoglina, como o TRC105 com
epitopo envolvendo os residuos P231-E276 (33) e mAb 44G4 e P4A4 nos residuos
Y277-G331 (42), desta forma, inibindo a sinalizacdo dependente de BMP9 e a cadeia de
sinalizacdo intermediada por ALK1 que estdo envolvidas na proliferacdo celular

(discutidas na secdo 4.1.1.3).

Figura 2 - Modelo teérico do complexo ternario ENG-BMP9-ALK.

Notas: (A) Possivel arquitetura do complexo ternario ENG-BMP9-ALK1 na membrana plasmatica; (B)
Vista superior do modelo ternario ENG-BMP9-ALK1, sendo BMP9 em amarelo e ALK1 em rosa.
Fonte: Adaptado de Saito et al., 2017 (33).

O dominio transmembranar de ENG possui 25 residuos hidrofébicos (Leu587-
Trp611) (34) seguido pelo dominio citoplasmatico (CT). O dominio CT (residuos 612-
658) ndo possui atividade enzimatica conhecida, mas é rica em residuos de serina /
treonina (Ser / Tre) (32,38), funcionando similarmente a quinase, pois esses residuos
servem de substrato para fosforilacdo por ALK5, ALK1 e, constitutivamente, por TBRII
(36). A regido CT possui um dominio de ligacdo PDZ na porcao C-terminal, composto
pelos residuos Ser-Ser-Met-Ala (1,43). Em outras espécies esse dominio é ausente,
como em cdes, murinos e suinos (25). Um estudo de mutacdo dirigida eliminando o
dominio PDZ por delecdo evidenciou que os residuos de serina em PDZ parecem
regular a fosforilacdo dos residuos adjacentes de Ser / Tre, bem como a localizacéo e
glicosilagcdo de ENG (44). Além disso, o dominio CT interage com proteinas Tctex2f3
(45), p-arrestina2 (46), Zyxin e ZRP-1 (44) (Tabela 2) e supde-se que através dessas
ligacbes, a ENG esteja envolvida na organizacdo do citoesqueleto, podendo mediar a
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adesdo e a migracdo celular, o transporte de proteina via vesiculas endociticas e 0s

rearranjos de actina F (43,44).

Tabela 2 - Sumario de proteinas ligantes para endoglina.

- . Ligantes da familia Outras
Dominio da Endoglina TGF-p TBRI TBRII oroteinas
TGF-p1
TGF-B3 ALK1
Activina A ALK2 TBRII
Ectodominio BMP-2 ALK3 ActRII
BMP-7 ALK5 BMPRII
BMP-9 ALK6
BMP-10
Tctex2
Dominio ALK1 TBRII B-Arrestin2
citoplasméatico ALKS5 Zyxin
ZRP-1

Fonte: Adaptado de Bernabeu et al, 2009 (1) e Koleva et al., 2006 (44).

A ENG possui uma forma soltvel (SENG ou sCD105) circulante de ECTO
(residuos 1-586). O derramamento de SENG ocorre sob certas condices fisioldgicas
como inflamacéo e lesdo endotelial, bem como na presenca de fator de necrose tumoral-
a (TNF-a) e anticorpos anti-endoglina (25,47,48), através da clivagem pela
metaloproteinase de matriz 14 (MMP-14 ou MT1-MMP) (8) nos residuos G586-L587
(33). Recentemente, evidéncias apontaram a MMP-12 como uma importante protease
responsavel pela liberacdo de sENG em macrofagos pré-inflamatérios e ECs em
modelos in vivo e in vitro (48). Apos clivagem, a SENG pode formar complexos com
receptores de sinalizacdo ligados a ligantes da familia TGF-p (41) atuando
negativamente, ou seja, com efeito antiangiogénico e apresentando papel importante na
atividade pré-inflamatoria (6,47-49). Os niveis plasmaticos aumentados de SENG foram
relatados em condic@es fisiopatoldgicos envolvendo o endotélio como na pré-eclampsia
(6,7), cancer e metastase (8,9), doencgas relacionadas a inflamacdo como aterosclerose,
diabetes mellitus tipo Il (10), psoriase, artrite reumatdide (11), e mais recentemente em

leucemias agudas (12), representando um potencial biomarcador para essas patologias.

4.1.1.2 Endoglina e familia TGF-p

O papel de ENG esta relacionado, principalmente, a sua atuacdo como integrante
da familia do fator de crescimento transformante-beta (TGF-B). A familia de genes de
citocinas humanas do TGF-p codifica para mais de 30 membros, formando um conjunto
de citocinas multifuncionais, entre elas as isoformas de TGF-B (TGF-p1, TGF-B2 e

TGF-B3), as proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs), ativinas, inibinas, nodal e
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horménios anti-Mulleriano (50-53). As moléculas da familia TGF-p sdo diméricas e
geralmente estabilizadas por ligacdes de dissulfeto, sendo sintetizadas como grandes
precursoras e liberadas como moléculas ativas quando clivadas no terminal carboxila
(54), permitindo que possam se ligar aos receptores heteroméricos da familia TGF-
(55).

Os membros de TGF-p formam complexos heteroméricos através da ligacdo de
dois diferentes tipos de receptores quinases: tipo | e tipo Il. Os receptores tipo I,
denominados também como quinases do tipo activina (ALK), sdo um grupo constituido
por sete membros (ALK1 a ALKY) compostos por serina/treonina quinases que Sao
fosforiladas e ativadas por receptores tipo Il. Os receptores tipo Il sdo serina/treonina
quinases (54) constitutivamente ativas dentro da célula (56) e compreendem cinco
membros, sendo eles: receptor TGF-B de tipo II (TBRII), os receptores Activina e BMP
(ActRII, ActRIIB e BMPRII) e o receptor de tipo Il da substancia inibitéria Mlleriana
(54).

O complexo de receptores TGF-B abrange, ainda, os correceptores, ditos
auxiliares ou acessorios de sinalizacdo: sdo os receptores tipo Il — endoglina e f-
glicano (40,41,57,58). Ambos possuem cerca de 71% de semelhanca entre suas porcdes
transmembrana e cistoplasmatica (59) e agem regulando o acesso do ligante TGF-$ ao
complexo heteromérico de receptores | e IlI, modulando as respostas celulares
(36,60,61).

Foi postulado, inicialmente, que ENG se liga ao TGF-B1 ¢ ao TGF-f3 com
elevada afinidade em ECs humanas (57), devido a sua capacidade de interacdo com 0s
receptores de sinalizagéo tipo I (ALK5 e ALK1) e tipo Il (36,61), desta forma, ndo se
ligaria ao ligante por si s, exigindo um agente de reticulagdo. No entanto, ja foi
descrito que a ENG pode se ligar a receptores mesmo na auséncia do ligante,
interagindo direta e indiretamente com os diferentes membros de TGF-f (34,36,40,41).
Estudos in vitro comprovaram que a ENG se liga também a activina-A, BMP-2 e BMP-

7 através de receptores de activina tipo Il, mas ndo se liga ao TGF-p2 (40,41,57).

4.1.1.3 Endoglina, sinalizacéo e principal papel fisiologico
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A formacdo e a remodelacdo dos vasos sanguineos Sdo processos essenciais para
a manutencdo da homeostase e a funcdo dos tecidos. Esses processos se referem a
vasculogénese e a angiogénese. A vasculogénese estd relacionada a diferenciacao
primaria in situ de precursores endoteliais da mesoderme e a sua organizacao no plexo
capilar primario, ja a angiogénese se refere a formacdo de novo por um processo de
expansdo a partir de vasos pré-existentes (62,63). E relatado que a endoglina é
altamente expressa durante a embriogénese em ECs vasculares em locais de
angiogénese ativa (4) e atua positivamente para a funcdo do saco vitelino (14). In vitro,
os niveis de endoglina agem diferencialmente em células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC). Enquanto que a sobrexpressdo de ENG estd relacionada a
proliferacdo celular, niveis baixos estdo relacionados a quiescéncia de HUVEC (64).

Acredita-se que o0s estimulos para o aumento de expressdo de ENG em vasos
ativados sejam provenientes de mecanismos multifatoriais, como a hipoxia, a leséo
vascular e a acgdo de citocinas (25). O microambiente com baixa biodisponibilidade de
oxigénio acarreta o acimulo do fator de transcricao induzivel por hipéxia 1 (HIF-1) que
induz a expressdo de endoglina nos niveis de RNA mensageiro (RNAm) (65),
resultando em uma nova rede vascular que fornece sangue para o tecido hipoxico. Por
sua vez, o tumor exige suprimento continuo de oxigénio e nutrientes para manter a
proliferacéo celular, sendo assim, a angiogénese representa um processo crucial para o
crescimento do tumor, e os fatores relacionados a este processo compreendem 0s
principais alvos para o tratamento de tumores (25). Foi revelado por imunohistoquimica
que diversos tumores solidos e medula 6ssea leucémica submetidos a angiogénese ativa
apresentam forte marcacdo para endoglina no endotélio dos vasos tumorais (66). Assim,
ENG representa um alvo importante para anti-angiogénese, visto que a expressdo de
endoglina é um marcador mais forte de ECs do que outros marcadores, como o receptor
2 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR2), o fator de von Willebrand
(VWF) ou as moléculas de adeséo (ICAM, PECAM, VCAM) (67).

Outros estudos demonstram a importancia da ENG para a homeostasia do
organismo através da inibi¢do do gene da endoglina em camundongos, em que embrides
homozigotos null para endoglina (ENG™) revelam um estagio embrionario precoce e
letal devido a malformac6es cardiovasculares, com ruptura de vasos e falta de transicéo
endotelial-mesenquimal (13-15). Foi evidenciado que mutacdes germinativas que

levam a diminuicdo de funcdo de ENG, configuram um distdrbio autossdémico
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dominante denominado telangiectasia hemorragica hereditaria tipo 1 ou sindrome de
Osler-Weber-Rendu (HHT1, MIM 187300), devido a haploinsuficiéncia de endoglina
(ENG*) que reduz significativamente os niveis de ENG em 50%. A HHT1 é
caracterizada por displasia vascular com frequentes sangramentos e afetam a mucosa
nasal, trato gastrointestinal e a pele, além da apresentacdo de quadros mais graves
devido a malformacGes vasculares (MAV) em pulmé&o, cérebro e figado (3,15-17).
Provavelmente a formacéo de lesGes nesses tecidos se da quando ENG haploinsuficiente
é ativada na presenca de algum estimulo externo, como inflamacédo, infeccédo, lesdo
vascular, isquemia ou trauma (25). Por outro lado, os camundongos heterozigotos para
ENG®™") parecem ter um efeito protetor para o desenvolvimento do tumor, apresentando
taxas de crescimento tumoral diminuidas e densidades capilares mais baixas em
compara¢do com camundongos do tipo selvagem (68), o que reforca ainda mais o

envolvimento de endoglina no crescimento do tumor e seu papel na angiogénese.

Demonstrou-se que a ENG é regulada pela fosforilacdo através de receptores
TGF-p tipo | e Il. Os efeitos exercidos pelo TGF-f resultam em um delicado equilibrio
entre as vias de sinalizacdo que se iniciam por ALK5 e ALK1, este ultimo sendo
predominantemente endotelial (69). Ap6s o reconhecimento do ligante intermediado
pela endoglina, o receptor do tipo Il transfosforila o receptor do tipo I, que por sua vez
propaga o sinal através de proteina Smad regulada por receptor (R-Smad, Smadil, 2, 3,
5, 8) e, posteriormente, formam complexos com co-Smad4, translocando-se para o
nicleo e regulando a transcricdo de genes alvo (2,7) (Figura 3). E amplamente aceito
que ocorre a inibicdo da proliferacdo e migracao celular via TGF-p / ALK5 através da
fosforilagdo de Smad 2 / 3 e promocdo dessas respostas via TGF- / ALK1 com a
fosforilacdo de Smad 1 / 5/ 8 (2). Evidéncias apontam que a atividade regulada por
ALK1 é enriquecida pela fosforilacdo de ALKS5, sendo capaz de recrutar e ativar ALK1
(70). E importante ressaltar que ALK5 é o mediador predominante da sinalizagio de
TGF-B em células endoteliais quiescentes, enquanto ALK1 ¢é preferencialmente ativado
durante a angiogénese (71). Por sua vez, a atuacdo de ENG é importante para a
sinalizacéo eficiente de TGF-f / ALK1, promovendo o estado de ativacdo das ECs
durante a angiogénese e inibe indiretamente a via TGF-B / ALKS5. Portanto, ENG
mostra um papel crucial para a proliferacdo de ECs, visto que sua auséncia anula a

sinalizacdo de ALK1, enquanto que ALKS5 estaria aumentada (1,2) (Figura 3).



30

Figura 3 - Modulacdo da via de sinalizacdo de TGF-f ¢ BMP9 por endoglina em

células endoteliais.
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Fonte: Adaptado de Gregory et al., 2014 (7).

Mais tarde foram sugeridos novos ligantes para a ENG, ja compreendidos como
ligantes de ALK1: BMP-9 e BMP-10 (39,72). Posteriormente foi mostrado que ENG e
ALKZ1 se ligam com maior afinidade ao ligante BMP9 do que ao TGFp-1 na sinalizacao
celular. Dessa maneira, a sinalizacdo desencadeada por ENG / BMP9 / ALK1 leva a
fosforilagdo de Smads 1 / 5 / 8 levando a expressdo de genes alvo envolvidos na

proliferagcdo e migracdo celular (61,73) (Figura 3).

Achados recentes apontam a importancia de ENG no contexto de processos
angiogénicos além da sua atividade na perspectiva da familia TGF-f, podendo impactar
na regulacdo do comportamento das células formadoras de colonias endoteliais

(ECFCs) através de sua acdo como molécula envolvida na adeséo celular (37).

4.1.2 Gene da endoglina e variantes genéticas

O gene que codifica a endoglina humana (ENG) fica localizado na regido 34 do
braco longo do cromossomo 9 (9934) (74), tem cerca de 40kb e contém 15 éxons
(regiGes expressas, do inglés expressed regions), dos quais 13 codificam o dominio
extracelular (16,75). Um estudo primario investigando a regido promotora de ENG
identificou que sua transcricdo € conduzida por duas regides ricas em GC (sequéncia
consenso GGGCGG) permitindo a ligacdo a fatores de transcricdo e apresentando
diferentes locais de inicio de transcrigdo, como dominios para Spl, ets, GATA, AP-2,
NF-xB e Mad (75).
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A existéncia de isoformas de ENG em humanos (38) e em camundongos (43) foi
evidenciada pelo estudo de DNA complementar (cDNA) de ENG, reveladas pela
presenca de uma estrutura longa e mais predominante, a L-endoglina, e uma variante
curta, S-endoglina. Supde-se que a S-endoglina seja gerada por splicing alternativo
através da retencdo do intron (sequéncia interveniente, do inglés intragenic region) 14
resultando em um RNAm alterado, apresentando diferente sequéncia de aminoacidos e a
inclusdo de um cddon de parada dando origem a uma proteina mais curta (Figura 4A e
Figura 4B). Assim, as isoformas se diferenciam em relacdo ao comprimento da regido
CT que, em humanos, ¢ composta por 47 aminoacidos em L-endoglina e 14

aminoéacidos em S-endoglina (38).

A S-endoglina ndo possui a sequéncia PDZ, bem como residuos de Ser / Tre que
servem de substrato para fosforilacdo por TBRI (ALK1 e ALKS5) e TBRII (Figura 4B).
Ambas isoformas humanas se mostraram expressas na membrana plasmatica como
homodimeros em células mieloides, endoteliais e placentérias (38). Além disso, foi
mostrado, em estudo por transfeccdo, que as isoformas podem se associar formando
uma molécula heterodimérica (L-S), o que evidencia a complexidade funcional de ENG
(76). Modelos murinos transgénicos para superexpressdo de S-endoglina exibiram um
perfil angiogénico deficiente devido ao retardo do crescimento tumoral quando

+/+

comparados a camundongos selvagens para endoglina (ENG™") (76), semelhante aos
efeitos observados em camundongos sem L-endoglina (77,78). Dessa forma, a molécula
S-endoglina parece apresentar um comportamento antiangiogénico, diferindo da acédo
proangiogénica da L-endoglina, e essa producdo de S-endoglina parece ser induzida
durante a senescéncia endotelial, o que pode culminar em patologia vascular dependente

da idade (25).
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Figura 4 - Gene e isoformas de endoglina.
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Nota: (A) Representacdo esquematica do gene da endoglina e o0s RNAm das duas isoformas ilustrando a
retencdo do intron 14 na S-endoglina. (B) Representacdo esquematica do dominio citoplasmético de
isoformas de endoglina humana, L-endoglina e S-endoglina, ilustrando residuos suscetiveis a fosforilacdo
por receptores TGF- em L-endoglina. (C) Sequéncia peptidica do dominio citoplasmatico de isoformas
de endoglina em humano e murino; em destaque na cor cinza estdo respresentados 0s residuos
conservados, em azul os residuos fosforilados, em laranja os residuos do dominio PDZ e em sublinhado
0s aminoacidos em comum em S-endoglina nas espécies de humano e murino.

Fonte: Adaptado de Pérez Gomez et al. (43), Lépez-Novoa et al. (25), Koleva et al. (44), NGfiez-Gomez
et al. (69).

Foi relatado, anteriormente, que muta¢fes na ENG estdo associados a HHTL.
Essa patologia afeta 1 individuo a cada 5.000 a 10.000 individuos e esta estimativa é
ainda superior em locais geograficamente isolados (3,17). Mais de 500 variantes
genéticas em ENG associadas ao HHT1 sdo descritas em base de dados do ARUP
Laboratories do Departamento de Patologia da Universidade de Utah
(http://arup.utah.edu/database/ENG/ENG_welcome.php) e ENG database
(https://databases.lovd.nl/shared/variants/ENG). A ocorréncia de muta¢fes germinativas
em ENG também € investigada numa provavel suscetibilidade a um disturbio

hereditario do céancer, a sindrome da polipose juvenil (JPS, MIM 174900) e ocorre



33

concomitamente em menos de 2% dos pacientes com HHT (79), mas até entdo a
sugestdo de que mutacOes em ENG estejam associadas ao desfecho ndo foi confirmada e
o papel de ENG ainda é questionado em relacdo a fisiopatologia da doenca. Além de
mutacdes em ENG, tanto a HHT como JPS sdo relacionadas a muta¢des nos genes que
codificam proteinas envolvidas na sinalizacdo da familia TGF-f3, como ACVRL1 (1,16),
SMAD4 (16,79), BMPRAl1 e PTEN (80), sendo esses genes investigados

concomitamente nesses desfechos.

Em contrapartida, a superexpressdo de ENG no endotélio vascular esta
relacionada a progressdo tumoral, com presenca de angiogénese induzida por tumores
solidos (1). Nesses casos, 0s anticorpos anti-endoglina sdo utilizados como alvo
principal para terapia anti-angiogénica através do bloqueio funcional da via ENG /
BMP9 / ALK1 (1,2,9). Por sua vez, a presenca de mutacdes em epitopos reconhecidos
por mAbs (42) (citados na secdo 4.1.1.1) bem como o estado de ativacdo das ECs (1),
podem gerar falta de reconhecimento por mAb anti-endoglina (42) e,
consequentemente, uma possivel falha terapéutica, devido a ENG estar relacionada a

progressdo maligna tumoral (1).

Em outro sentido, o gene da endoglina vem sendo um dos genes candidatos das
vias da angiogénese para o0s estudos de associacdo das variantes genéticas com
preeclampsia (19,22), devido a presenca elevada de ENG no soro de mulheres com pre-
eclampsia, sendo maior e mais significativa antes do inicio dos sintomas clinicos da
condicdo (6,7). Entretanto, ainda hd poucos estudos com esta abordagem direcionada

para a endoglina.

No contexto da HHT1, diversos estudos investigam a causa relacionada as
mutacfes em ENG e acredita-se que as mutacdes patogénicas sejam decorrentes de
alelos ndo funcionais, uma vez que ENG mutante é retida intracelularmente devido ao
dobramento prejudicado da molécula (3,33,81). Diante disso, as variantes genéticas
conhecidas como variacdo de nucleotideo Unico (do inglés SNV, single nucleotide
variation), uma variacdo na sequéncia de DNA que afeta somente uma base de
nucleotideo, particularmente aquelas que podem levar a alteracdo Unica de aminocido,
chamadas mutagdes de sentido trocado ou de sentido inverso (em inglés: missense), séo
alvos para a compreensdo do impacto funcional na molécula de ENG (3,81). As

variantes missense constituem mais de 50% das mutacGes que conhecidamente estéo
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envolvidas em doencas hereditarias (82). De acordo com o banco de dados internacional
de mutagcdo em ENG da rede ARUP Laboratories, 23,50% das muta¢Ges sdo missense
(Figura 5) e dessas, mais da metade tem diagnéstico indefinido ou incompleto
(http://arup.utah.edu/database/ENG/ENG_welcome.php).

A grande maioria das mutacdes missense em ENG associadas ao HHT1 estédo
presentes no ectodominio da molécula (3,33) e isto é atribuivel devido ao seu tamanho
muito maior em relacdo ao dominio intracelular (83), ocorrendo entre os éxons 1 e 9,
enquanto que as mutagdes investigadas em JPS ocorrem nos éxons 11 e 12 (1). No
entanto, mais de 15% dos casos de HHT nédo apresentam mutacdes em regides
codificadoras ou nas juncdes éxon/intron nos genes relacionados a doenca (84). As
mutacdes em regibes ndo codificadoras, conhecidas como introns, e em regides
reguladoras, j& foram descritas e associadas ao HHT1. Nesses casos, a regulacdo
transcricional pode ser afetada e impedir a ligacdo de fatores de transcricdo, podendo
interferir na expressdo génica e molecular da proteina, resultando no desfecho

patogénico (85,86).

Considerando que a endoglina apresenta papel fundamental para a homeostase e
fisiologia do organismo e que variantes genéticas podem implicar em desfechos
fisiopatolégicos, o presente estudo propds descrever a frequéncia de variantes genéticas
em uma amostra populacional brasileira e analisar a frequéncia de populagdes
pseudoancestrais, descrever as caracteristicas funcionais e regulatérias de variantes
genéticas presentes na populacdo brasileira através de analise funcional in silico, bem
como descrever as variantes genéticas encontradas na populacédo brasileira que ja foram
relatadas na literatura e que podem estar potencialmente envolvidas em processos

patogénicos em outras populacdes.


http://arup.utah.edu/database/ENG/ENG_welcome.php
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Figura 5 - Quantidade absoluta das variantes genéticas do gene da endoglina
encontradas no banco de dados internacional ARUP.
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Fonte: Adaptado de ARUP Laboratories (http://arup.utah.edu/database/ENG/ENG_welcome.php).

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Populacgéo do estudo

Este estudo foi realizado com o uso de bancos de dados genémicos de duas
coortes desenvolvidas no Estado da Bahia, localizado no Nordeste do Brasil: Social
Changes, Asthma and Allergy in Latin America Programme (SCAALA) e Programa
para o Controle da Asma e Rinite Alérgica no Estado da Bahia (ProAR). O Programa do
SCAALA compreendeu 1309 criangas residentes da cidade de Salvador, com idade
entre 4 e 11 anos, sem relacdo sanguinea e foi aprovado pelo Comité de Etica do
Instituto Nacional de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (registro

003-05) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Resolucdo No. 15895/2011).

O desenho do estudo foi relatado em outros trabalhos (87,88). O termo de
consentimento livre e esclarecido foi obtido junto ao responsavel legal ou aos pais de
cada crianca. O programa ProAR incluiu 1170 individuos com idade superior a 18 anos,
sem relagio sanguinea, e foi aprovado pelo Comité de Etica da Maternidade Climério de
Oliveira (Resolucdo No. 099/2009) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(Resolugdo n° 15782 / 2010), tendo os termos de consentimento aplicados a cada

individuo incluido no estudo.


http://arup.utah.edu/database/ENG/ENG_welcome.php
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5.2 Extracdo de DNA e genotipagem

A extracdo e a genotipagem de DNA foram realizadas anteriormente nos
diferentes projetos citados. A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de
sangue através do Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen; Hilden, Alemanha) de acordo
com as instrucdes do fabricante. O programa SCAALA realizou a genotipagem das
amostras através do chip Illumina BeadChip HumanOmni 2.5-8 Kit BeadChip, uma
ampla plataforma de varredura de genoma com 2,5 milhdes de marcadores genotipados

pelo projeto EPIGEN-Brazil Consortium (https://epigen.grude.ufmg.br) (89). O

programa ProAR utilizou o chip Illumina Multi-Ethinic AMR / AFR-8. Para este estudo,
a informacdo genética foi extraida do cromossomo 9, localizacdo
gendmica NC_000009.12 (130577291-130617052) (GRCh37.p13).

Apds a extracdo da informacdo genética, foi realizado um controle de qualidade
através do Software Plink 1.90 (90) para excesso de dados genotipicos faltantes (mind
>0,01 e geno >0,01). O coeficiente de Desequilibrio de Ligacdo (LD, linkage
disequilibrium) foi calculado utilizando o software Haploview 4.2 (91), com base no
valor do quadrado da correlacdo (r2) entre as variantes genéticas em diferentes loci (92),

utilizando o valor de r2> 0,8 para alta correlagéo (93).

5.3 Marcadores de ancestralidade

Para analisar a variacdo da frequéncia alélica entre as populacdes que deram
origem a populacdo brasileira, foi empregada uma andlise através do diferencial de
frequéncias alélicas (8) que permitem a identificagdo de marcadores genéticos
informativos de ancestralidade (do inglés Ancestry Informative Markers, AIMs). Os
AIMs se referem a grandes variagdes de diferencial de frequéncias alélicas (& >0.3)
entre duas populacdes de origens geogréaficas distintas (97,98). A implicacdo dos AlMs
¢ importante para a estimacdo da ancestralidade biogeografica, pois fornece dados de
propor¢es do genoma individual que foram herdadas de cada uma das populacbes
ancestrais envolvidas no processo de miscigenagdo (99). Para obter a frequéncia de
alelos das populacdes de origem, foi utilizada a plataforma de dados do International
Genome Sample Resource (IGSR) (http://www.internationalgenome.org), através de

dados do 1000 genomas no Ensembl, um navegador de genomas, utilizando a referéncia
de genoma anterior (GRCh37p.13).


https://epigen.grude.ufmg.br/
http://www.internationalgenome.org/
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Os principais grupos étnicos que deram origem a populacdo brasileira foram
africanos, europeus e americanos nativos (amerindios). Dessa forma, foram utilizados
dados de descendentes contemporaneos de populacdes de origens aproximadas, ditos
pseudoancestrais, como, individuos residentes de Utah nos Estados Unidos, que
possuem ancestralidade europeia setentrional e ocidental (CEU), individuos lorubas de
Ibadan, Nigéria (YRI) e Chineses da etnia Han de Pequim, China (CHB) (94). Tendo
em vista os indicios do envolvimento da populacdo ancestral de CHB na formacdo da
populacdo amerindia (95), bem como os dados que indicam semelhanca das frequéncias
alélicas entre essas populacGes (96), a amostra CHB foi inserida como referéncia para

os amerindios.

5.4 Analise funcional in silico

Anélise funcional in silico foram conduzidas para cada variante genética, no
caso variacdo de nucleotideo Unico (do inglés Single Nucleotide Variation, SNV)
presentes em ENG. Todas as variantes genéticas usadas nesse estudo estdo catalogadas
em bancos de dados publicos, como o repositorio de polimorfismos dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).

O banco de dados RegulomeDB (http://www.requlomedb.org) foi utilizado para

a interpretacdo de funcgdes regulatérias de regides intergénicas no genoma humano. Este
banco utiliza um conjunto de dados do ENCODE (enciclopédia de elementos de DNA)
e outras fontes. RegulomeDB possibilita identificar um suposto potencial regulatério e
variantes funcionais através de um sistema de pontuacdo, variando de 1 a 6. As
variantes com escores de 1la a 1f indicam que provavelmente podem afetar a ligacdo e a
expressao de um alvo genético, ja escores de 2a a 2c indicam que provavelmente afeta a
ligagéo, enquanto que 3a e 3b indicam menor probabilidade de afetar a ligacdo, e as
pontuacdes de 4, 5 e 6 indicam evidéncias minimas de ligagdo ou nenhum dado
disponivel (100). Assim, pontuacdes mais baixas estdo associadas ao aumento da
evidéncia de que a variante esteja localizada em uma regido funcional.

Softwares abertos foram utilizados para a predi¢do do impacto da substitui¢éo
de aminoacidos na estabilidade e fungdo das proteinas: Polimorphism Phenotyping v2

(PolyPhen-2, http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) caracteriza uma substituicdo de

aminoacidos como "Benigno", "possivelmente prejudicial’ ou “provavelmente
prejudicial” (101); Sort Intolerant from Tolerant (SIFT, https://sift.bii.a-star.edu.sg/)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.regulomedb.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
https://sift.bii.a-star.edu.sg/
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prevé se uma alteracdo é "Tolerado” ou "prejudicial™ (102); MutationTaster2 software

(http://www.mutationtaster.org/) prevé uma alteracdo como "causador de doenga” (ou

seja, provavelmente deletério), "causador de doenga automatica” (ou seja, sabidamente
deletério), "polimorfismo” (ou seja, provavelmente inofensivo), "Polimorfismo
automatico” (ou seja, conhecido por ser inofensivo) (103); PMut

(http://mmb.irbbarcelona.org/PMut/analyses/new/) fornece uma previsdo binaria para

"neutro™ ou "patolégico” (104). As mutacdes foram classificadas como patogénicas se
dois ou mais softwares concordassem entre si, sendo adotado um escore de 1 a 4,
método descrito por Pousada et al. 2016 (105). Variantes polimorficas com pontuacao
igual ou superior a dois foram analisadas através do software HOPE
(https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/). O HOPE analisa os efeitos estruturais de uma

mutacdo pontual em uma sequéncia de proteinas, fornecendo uma andlise 3D da

estrutura da proteina.

6 RESULTADOS

6.1 Descricdo da frequéncia de variantes genéticas no gene da endoglina

na populacdo estudada

Apbs a extracdo da informacdo genética, foi aplicado o filtro de controle de
qualidade, tendo duas variantes removidas pelo HWE e duas variantes pelo excesso de
dados genotipicos faltantes, totalizando 85 variantes genéticas incluidas neste estudo. A
Tabela 3 e a Tabela 4 detalham as variantes genéticas. Um total de 50 variantes
polimorficas possuem MAF entre 0% e 50% e apresentam como consequéncia: 39
intrénicos, 7 missense e 4 sindnimos (Figura 6A). As variantes monomorficas, aquelas
que apresentam 100% do alelo referéncia ou ancestral, correspondem a 32 variantes,
evidenciando como consequéncia: 5 intronicos, 25 missense, 1 sindnimo e 1 aceptor de
splice (Figura 6B). Ambos os bancos de dados exibem variantes genéticas comuns
(rs10987746, rs10121110, rs11545664, rs12379490, rs17557600, rs41421145,
rs116330805), marcadas em negrito na Tabela 3 e Tabela 4.

A maioria das varia¢fes que ocorrem estdo localizadas no intron 1, seguido pelo
intron 2 e intron 12, enquanto as variantes encontradas nos éxons apresentaram uma
distribuicdo de 1 a 3 SNVs por éxon, tendo o éxon 12 a maior quantidade, incluindo

uma variante sinénima (Figura 6C).


http://www.mutationtaster.org/
http://mmb.irbbarcelona.org/PMut/analyses/new/
https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/
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Tabela 3 - Sumario das variantes genéticas em ENG extraidas do banco de dados

SCAALA.
rs ID Mudang:a de Mu.dan’g'? de Conset.quéncia Localizagio  Alelos® MAF® RegulocmeDB
nucleotideo aminoacido da variante escore
rs10987746 c.1686+306A>G Intron Intron 12 c/T 0,48 4
rs1998923 c.67+4663C>T Intron Intron 1 A/G 0,46 4
rs10121110 €.219+2965C>T Intron Intron 2 G/A 0,44 5
rs10760503 c.1742-727>C Intron Intron 13 A/G 0,44 4
rs11789185 €.68-1994A>C Intron Intron 1 G/T 0,42 4
rs4837192 c.67+1656C>T Intron Intron 1 A/G 0,38 3a
rs11794565  ¢.219+4096G>A Intron Intron 2 C/T 0,31 4
rs10819309 c.1311+178T>C Intron Intron 10 G/A 0,30 4
rs41492548 c.68-1835C>T Intron Intron 1 G/A 0,27 2b
rs41432051 c.219+3143C>T Intron Intron 2 G/A 0,24 5
rs1330684 c.1687-117G>A Intron Intron 12 c/T 0,21 5
:::ff::::;) €.207G>A p.leusd=  Sindnimo Exon 2 c/T 021
rs12551892 c.68-2188A>G Intron Intron 1 T/C 0,20 2b
rs12379490 c.67+4350T>G Intron Intron 1 A/C 0,18 4
rs12001427 c.1134+1552A>G Intron Intron 8 T/C 0,17 6
rs11792480 c.220-6019C>T Intron Intron 2 G/A 0,16 4
rs41429144 c.1742-293C>T Intron Intron 13 G/A 0,10 4
rs17557600 c.220-5117A>G Intron Intron 2 T/C 0,09 6
rs5031024 c.1687-422T>C Intron Intron 12 T/C 0,08 5
rs36092484 c.1060C>T p.Leu354= Sin6bnimo Exon 8 G/A 0,07
rs41421145 c.67+4109T>C Intron Intron 1 A/G 0,07 5
rs11789912 c.68-215T>C Intron Intron 1 A/G 0,06 5
rs41459245 c.220-6194T1>C Intron Intron 2 A/G 0,05 4
rs3739817 c.1029C>T p.Thr343= Sindnimo Exon 8 G/A 0,04
rs41358947 c.1794T7>C p.Gly598= Sindénimo Exon 14 A/G 0,03
rs41505655  ¢.68-256A>G Intron Intron 1 T/C 0,02
rs12553394 c.360+1134C>T Intron Intron 3 G/A 0,02 2b
rs41527247 c.67+1350C>T Intron Intron 1 G/A 0,02 3a
rs2900256 c.68-4921A>G Intron Intron 1 Cc/T 0,02 5
rs116397503 ¢.68-4033G>A Intron Intron 1 Cc/T 0,01 4
rs41336944 c.219+5693A>C Intron Intron 2 T/G 0,008 5
rs115450389 ¢.1452C>T p.Ser484= Sinébnimo Exon 12 G/A 0,008
rs77946642 c.361-1485G>A Intron Intron 3 c/T 0,008 2b
rs41316968 c.1686+317A>G Intron Intron 12 T/C 0,006 4
rs116330805 c.1510G>A p.Val504Met Missense Exon 12 C/T <0,001
rs199919128 ¢.360+435A>G Intron Intron 3 T 0 5
rs117415442 ¢.220-3421C>T Intron Intron 2 G 0
rs117253420 c.67+305C>T Intron Intron 1 G 0 4

Nota: O primeiro é o alelo de referéncia e o segundo é o menor alelo; °Alelo de menor frequéncia; °A pontuagdo
do RegulomeDB ¢ calculada para variantes em regides ndo codificantes. Em negrito estdo as variantes genéticas
em comum entre os bancos de dados. Os espacos em branco referem-se a falta de informacdes de dados.

Tabela 4 - Sumario das variantes genéticas em ENG extraidas do banco de dados ProAR.

rs ID Mudang:a de Mu.dan’ga_i de Consefquéncia Localizagio  Alelos’ MAE® RegulocmeDB
nucleotideo aminoacido da variante escore

rs10987746 c.1686+306A>G Intron Intron 12 C/T 0,50 4

rs10121110 €.219+2965C>T Intron Intron 2 G/A 0,43 5

rs4836585 c.67+4185G>T Intron Intron 1 A/C 0,43 5

rs10115613 c.67+817C>T Intron Intron 1 A/G 0,39 5

rs2417056 €.219+6449C>T Intron Intron 2 G/A 0,32 5


https://varsome.com/variant/hg19/NM_001114753.2:c.1687-422T%3EC
https://varsome.com/variant/hg19/NM_001114753.2:c.1060C%3ET
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Continuacao da tabela 4:

rs34116890 c.1135-858T>C Intron Intron 8 A/G 0,23 3a
:::ff::::;) €.207G>A p.Leu69= Sindnimo Exon 2 /T 021
rs12379490 ¢.67+4350T>G Intron Intron 1 A/C 0,18 4
rs17557600 c.220-5117A>G Intron Intron 2 T/C 0,09 6
rs35400405 c.14C>T p.Thr5Met Missense Exon 1 G/A 0,09
rs41421145 c.67+4109T>G Intron Intron 1 A/G 0,08 5
rs41331249 c.1742-490C>T Intron Intron 13 G/A 0,05 4
rs141664673 ¢.68-1473G>A Intron Intron 1 c/T 0,04 5
rs41512447 €.219+1221C>T Intron Intron 2 G/A 0,03 4
rs41409546  ¢.524-30G>A Intron Intron 4 c/T 0,03 4
rs116472935 ¢.67+3286G>A Intron Intron 1 c/T 0,02 5
rs139334561 c.7C>G p. Arg3Cys Missense Exon 1 G/A 0,006
rs7847860 C.219+25G>T Intron Intron 2 C/A 0,002 5
rs116330805 <c.1510G>A p.Val504Met Missense Exon 12 c/T <0,001
rs563407740 ¢.219+863A>G Intron Intron 2 A/G <0,001
rs143724056 c¢.1258A>G p.Met420Val Missense Exon 9 A/G <0,001
rs148002300 ¢.1844C>T p.Ser615Leu  Missense Exon 14 G/A <0,001
rs200372420 c.694C>T p.Arg232Trp  Missense Exon 6 G/A <0,001
rs201393380 ¢.617G>C p.Gly206Ala  Missense Exon 5 C/G <0,001
rs141330288 c.1447G>A p.Val483lle Missense Exon 12 G/A <0,001
rs118179851 ¢.1135-945G>C Intron Intron 8 G 0 3a
rs138799379 «c.1712G>A p.Arg571His  Missense Exon 13 G 0
rs139398993 ¢.392C>T p.Prol31leu Missense Exon 4 G 0
rs140124489 ¢.220-4568C>T Intron Intron 2 G 0 6
rs142896669 c.1633G>A p.Gly545Ser  Missense Exon 12 G 0
rs143054595 ¢.1133C>T p.Ala378Val  Missense Exon 8 G 0
rs147792018 c.565G>T p.Aspl89Tyr Missense Exon 5 G 0
rs150932144 c.640G>A p.Gly214Ser  Missense Exon 5 G 0
rs1800956 ¢.1096G>C p.Asp366His  Missense Exon 8 C 0
rs199840979 ¢.388C>T p.Pro130Ser Missense Exon 4 G 0
rs200960408 ¢.218C>T p.Thr73Met  Missense Exon 2 G 0
rs201768056 ¢.1762G>C p.Val588Leu Missense Exon 14 G 0
rs202048202 c.69T>C p.Ser23= Sinbnimo Exon 2 A 0
rs369997021 ¢.1274C>T p.Ala425Val  Missense Exon 10 G 0
rs373842615 .1273-2A>G ?:ﬁf:or 9 introno A 0 2b
rs41322046  ¢.572G>A p.Glyl91Asp Missense Exon 5 G 0
rs548424658 ¢.596G>C p.Argl99Pro Missense Exon 5 G 0
rs548690138 ¢.1093G>A p.Asp365Asn  Missense Exon 8 G 0
rs756604495 c.602C>A p.Pro201GIn  Missense Exon 5 C 0
rs762209698 c.613C>T p.Arg205Trp  Missense Exon 5 G 0
rs763475207 ¢.1469T>C p.Leud90Ser Missense Exon 12 A 0
rs765564489 ¢.1538A>G p.Lys513Arg  Missense Exon 12 A 0
rs768491175 c¢.1655C>T p..Ala552Val Missense Exon 12 G 0
rs781374732 ¢.224C>T p.Pro75Leu  Missense Exon 3 G 0
rs866067907 c.1914C>A p.Ser638Arg  Missense Exon 15 C 0
rs866646256 ¢.1973C>A p.Ala658Glu  Missense Exon 15 C 0
rs868296721 c.1781G>A p.Gly594Asp  Missense Exon 14 G 0
rs868572062 ¢.1972G>C p.Ala658Pro  Missense Exon 15 G 0
rs868730895 ¢.1058A>G p.Glu353Gly  Missense Exon 8 A 0

Nota: O primeiro é o alelo de referéncia e o segundo é o menor alelo; Alelo de menor frequéncia; °A pontuacdo
do RegulomeDB ¢ calculada para variantes em regides ndo codificantes. Em negrito estdo as variantes genéticas
em comum entre os bancos de dados. Os espacos em branco referem-se a falta de informacdes de dados.


https://varsome.com/variant/hg19/NM_001114753.2:c.14C%3ET
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Figura 6 - Distribuicao das variantes genéticas em ENG na populacéo deste estudo.
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Nota: (A) Consequéncia de variantes genéticas polimdrficas. (B) Consequéncia de variantes genéticas
monomorficas. (C) Variantes genéticas polimoérficas distribuidas em ENG de acordo com suas
localizagGes em introns e éxons.

6.2 Distribuicdo da frequéncia de variantes genéticas no gene da

endoglina em populacfes pseudoancestrais

Os marcadores genéticos encontrados na populacdo brasileira no gene da ENG
foram analisados para o diferencial entre as frequéncias alélicas (6) de populacGes
pseudoancestrais de africanos (YRI), europeus (CEU) e amerindeos (CHB),
possibilitando idenficar AIMs. Os dados foram apresentados na Tabela 5 e na Tabela 6.
Das 85 variantes genéticas extraidas dos bancos SCAALA e ProAR, somente 13 se
caracterizam como AIMs, dentre esses, 1 AIM distingue para as trés populagdes
pseudoancestrais (rs10115613), 8 distinguem YRI para dois pseudoancestrais, CEU ou
CHB (rs1998923, rs10121110, rs11789185, rs4837192, rs11794565, rs1330684,
rs4836585 e rs2417056), 2 distinguem CEU de YRI ou CHB (rs11792480 e
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rs34116890), 1 distingue CHB de CEU (rs10819309) e 1 distingue CHB de YRI
(rs10760503).

Tabela 5 — Diferencial de frequéncias alélicas entre trés populacGes diferentes do
Projeto 1000 Genomas para 0s marcadores genéticos do banco de dados SCAALA.

rs 1D Alelos® Alelo Frequéncia do alelo 5
referéncia® referéncia®
YRI CEU CHB  YRI/CEU YRI/CHB CEU/CHB

rs10987746 T/C
rs1998923 G/A
rs10121110 G/A
rs10760503 A/G
rs11789185 T/G
rs4837192 G/A
rs11794565 Cc/T
rs10819309 A/G
rs41492548 G/A
rs41432051 G/A

0.431 0.439 0.665 0.008 0.234 0.226
0.764 0.126 0.155 0.638 0.609 0.029
0.704 0.399 0.107 0.305 0.597 0.292
0.333 0.419 0.665 0.086 0.332 0.246
0.722 0.106 0.087 0.616 0.635 0.019
0.616 0.121 0.16 0.495 0.456 0.039
0.852 0.525 0.408 0.327 0.444 0.117
0.819 0.54 0937 0.279 0.118 0.397
0.616 0.808 0.641 0.192 0.025 0.167
0.648 0.874 0922 0.226 0.274 0.048

rs1330684 c/T 0.991 0.652 0.447 0.339 0.544 0.205
rs16930129

T Vi . 922 1 1 .
(rs11545664) c/ 0.759 0.889 0.9 0.130 0.163 0.033
rs12551892 T/C 0.759 0.909 0.922 0.150 0.163 0.013
rs12379490 A/C 0.782 0.899 1 0.117 0.218 0.101
rs12001427 T/C 0.245 0.051 0.097 0.194 0.148 0.046

rs11792480 G/A
rs41429144 G/A
rs17557600 T/C
rs5031024 A/G
rs36092484 G/A
rs41421145 A/G
rs11789912 A/G

0.995 0.662 0990 0.333 0.005 0.328
0.838 1 1 0.162 0.162 0

0.852 0.944 0.665 0.092 0.187 0.279
0.935 0.990 0.903 0.055 0.032 0.087
0.940 0.985 1 0.045 0.060 0.015
0.847 0.985 1 0.138 0.153 0.015
0.944 0985 0990 0.041 0.046 0.005

o4 060 40000 4d>»002>»2>02>»d0002>» 4 0 O6O060600O0O64d060000o0

rs41459245 A/G 0.097 0 0 0.097 0.097 0
rs3739817 G/A 0.944 0934 0981 0.010 0.037 0.047
rs41358947 A/G 0.944 1 1 0.056 0.056 0
rs41505655 T/C 0.921 1 1 0.079 0.079 0
rs12553394 G/A 0.986  0.960 1 0.026 0.014 0.040
rs41527247 G/A 0.935 1 1 0.065 0.065 0
rs2900256 T/C 0.944 1 1 0.056 0.056 0
rs116397503 c/T 0.949 1 1 0.051 0.051 0
rs41336944 T/G 0.991 1 1 0.009

rs115450389 G/A 0.968 1 1 0.032 0.032 0
rs77946642 c/T 0.968 1 1 0.032 0.032 0
rs41316968 T/C 1 0.960 1 0.040 0 0.040
rs116330805 c/T 0.968 1 1 0.032 0.032 0
rs199919128

rs117415442 G/A G 1 0.995 0.937 0.005 0.063 0.058

rs117253420 G/A G 1 1 0.917 0 0.083 0.083
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Nota: *Dados provenientes da base de dados do Projeto 1000 Genomas; “Diferenca entre frequéncias
alélicas de populacdes da base de dados do Projeto 1000 Genomas. Em negrito estdo as variantes
genéticas em comum entre os bancos de dados do SCAALA e do ProAR. Os espacgos em branco referem-
se a falta de informac6es de dados.

Tabela 6 - Diferencial de frequéncias alélicas entre trés populacbes diferentes do
Projeto 1000 Genomas para 0s marcadores genéticos do banco de dados ProAR.

Alelo Frequéncia do alelo

b
rsID Alelos® n . a N )
referéncia referéncia

YRI CEU CHB  YRI/CEU YRI/CHB CEU/CHB

rs10987746 T/C c 0.431 0439 0.665 0.008 0.234 0.226
rs10121110 G/A G 0.704 0399 0.107 0.305 0.597 0.292
rs4836585 C/A c 0.699 0.121  0.087 0.578 0.612 0.034
rs10115613 G/A G 0.639 0.121 1 0.518 0.361 0.879
rs2417056 G/A A 0.481 0.111  0.029 0.37 0.452 0.082
rs34116890 A/G A 0991 0525 0.932 0.466 0.059 0.407
rs16930129

(rs11545664) c/T C 0.759 0.889 0.922 0.130 0.163 0.033
rs12379490 A/C A 0.782  0.899 1 0.117 0.218 0.101
rs17557600 T/C T 0.852 0.944  0.665 0.092 0.187 0.279
rs35400405 G/A G 0.856  0.985 1 0.129 0.144 0.015
rs41421145 A/G A 0.847 0.985 1 0.138 0.153 0.015
rs41331249 G/A G 0.944 1 1 0.056 0.056 0
rs141664673 c/T C 0.955 0939 0.995 0.016 0.04 0.056
rs41512447 G/A G 0.907 1 1 0.093 0.093 0
rs41409546 c/T C 0.944 1 1 0.056 0.056 0
rs116472935 c/T C 0.977 1 1 0.023 0.023 0
rs139334561 G/A G - -

rs7847860 C/A C 0.931 0.924 1 0.007 0.069 0.076
rs116330805 c/T C 0.968 1 1 0.032 0.032 0.000
rs563407740 T/C T 0.972 0.985  0.990 0.013 0.018 0.005
rs143724056 T/C T 1 1 1 0 0 0
rs148002300

rs200372420 G/A/C G 1 1 1 0 0 0
rs201393380

rs141330288 c/T C 1 1 0 1 0
rs118179851 C/G C 1 0.976 0 0.024 0.024
rs138799379 c/T C 1 1 0 0 0
rs139398993 G/A G 1 0.995 1 0.005 0 0.005
rs140124489 G/A G 1 0.966 0 0.034 0.034
rs142896669 c/T C 1 1 0 0 0
rs143054595

rs147792018

rs150932144 c/T C 1 1 1 0 0 0
rs1800956 C/G c 1 0.99 0.903 0.01 0.097
rs199840979

rs200960408 G/A G 1 1 1 0 0 0
rs201768056

rs202048202 A/G A 1 1 0.995 0 0.005 0.005
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Continuacao da tabela 6:

rs369997021
rs373842615
rs41322046 c/T C 1 1 1 0 0 0
rs548424658 C/G/T C 1 1 1 0 0 0
rs548690138 c/T C 1 1 1 0 0 0
rs756604495
rs762209698
rs763475207
rs765564489
rs768491175
rs781374732
rs866067907
rs866646256
rs868296721
rs868572062
rs868730895

Nota: *Dados provenientes da base de dados do Projeto 1000 Genomas; "Diferenca entre frequéncias
alélicas de populagdes da base de dados do Projeto 1000 Genomas. Em negrito estdo as variantes
genéticas em comum entre 0s bancos de dados do SCAALA e do ProAR. Os espagos em branco referem-
se a falta de informacgdes de dados.

6.3 Analise funcional in silico de variantes genéticas no gene da

endoglina

As pontuagOes de variantes relacionadas ao RegulomeDB em regiGes nao
codificantes sdo apresentadas na Tabela 2 e na Tabela 3. As pontuac¢des mais baixas, 2b
(rs41492548, rs12551892, rs12553394, rs77946642, rs373842615) e 3a (rs4837192,
rs34116890, rs41527247, rs118179851), indicam as possiveis variantes que podem estar
envolvidas em regides reguladoras e funcionais, enquanto valores mais altos assumem

que as variantes ndo estdo diretamente envolvidas nos processos funcionais.

As variantes missense foram analisadas através de diferentes softwares para
predicdo da patogenicidade e estdo apresentadas na Tabela 7. Das 33 variantes
analisadas, 10 tém um escore que indica patogenicidade, e dessas, apenas 2 variantes
sdo polimérficas (rs201393380 e rs200372420, ambas possuem MAF entre 0% e 1%).
Essas duas variantes, rs201393380 e rs200372420, foram analisadas usando a
plataforma HOPE para prever o impacto estrutural na proteina (mostrado na Figura 7).
O rs201393380 corresponde a alteracdo de aminoacidos Gly206Ala (G206A). O
software HOPE prevé que o residuo mutante € maior e mais hidrofébico que o residuo

do tipo selvagem, localizado em uma regido (OR1, mostrado na Figura 8) necessaria
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para a interacdo com o ligante BMP9, e tal alteracdo pode abolir a flexibilidade
conferida pela glicina, podendo perturbar a estrutura deste dominio. O rs200372420
corresponde a alteracdo de aminoécidos Arg232Trp (R232W). A previsdo para esta
troca é de que o residuo mutante é maior e tem carga positiva, enquanto o residuo do
tipo selvagem tem carga neutra. Essa alteracdo também ocorre em uma regido (OR1,
mostrada na Figura 8) necessaria para a interagdo com o ligante BMP9, a variante fica
localizada na superficie da proteina, podendo interromper as interacBes com outras

moléculas ou outras partes da proteina.

Em relacdo ao LD, as seguintes variantes extraidas do banco SCAALA
apresentam valores que indicam alta correlagdo entre si: rs115450389 e rs77946642 (r?
= 1,0), rs11545664 e rs12551892 (r* = 0,92), rs11545664 e rs12379490 (r? = 0,83). As
variantes rs12551892 e rs12379490 (r* = 0,77), rs11789185 e rs1998923 (r? = 0,76),
rs1998923 e rs4837192 (r? = 0,70), rs rs10760503 e rs10987746 (r> = 0,70), apresentam
meédia correlacdo (Figura 9). As variantes extraidas do banco ProAR, rs4836585 e
rs10115613 apresentam alta correlacdo (r> = 0,80), j& as variantes rs11545664 e
rs12379490 apresentam média correlacdo (r* = 0,78) (Figura 10).
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Tabela 7 - Variantes missense encontradas em ENG na populacdo de estudo e sua classificacdo segundo algoritmos computacionais (SIFT,
PolyPhen-2, MutationTaster2 e PMut).

rs ID Exon Mudangfa de Mu'dan’ga'u de Alelos® MAF® Domit:lio da SIFT PolyPhen2 MutationTaster2  PMut Escore’
nucleotideo aminoacido proteina
rs35400405 1 c.14C>T p.Thr5Met G/A 0,09 SP Tolerado Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs139334561 1 c.7C>G p.Arg3Cys G/A 0,006 SP Prejudicial Benigno Polimorfismo Neutro 1
rs201393380 5 c.617G>C p.Gly206Ala C/G <0,001 OR1 Prejudicial Benigno Polimorfismo Patolégico 2
rs200372420 6 c.694C>T p.Arg232Trp G/A <0,001 OR1 Prejudicial Possivelmente Prejudicial ~ Polimorfismo Neutro 2
rs143724056 9 c.1258A>G p.Met420Val A/G <0,001 ZP-N Tolerado Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs141330288 12 c.1447G>A p.Val483lle G/A <0,001 ZP-C Tolerado Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs116330805 12 c.1510G>A p.Val504Met Cc/T <0,001 ZP-C Tolerado Possivelmente Prejudicial ~ Polimorfismo Neutro 1
rs148002300 14 c.1844C>T p.Ser615Leu G/A <0,001 CT Tolerado Benigno Causador de doenga  Neutro 1
rs200960408 2 c.218C>T p.Thr73Met G 0 OR2 Tolerado Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs781374732 3 €.224C>T p.Pro75Leu G 0 OR2 Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs199840979 4 c.388C>T p.Pro130Ser G 0 OR2 Tolerado Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs139398993 4 c.392C>T p.Prol31Leu G 0 OR2 Tolerado Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs147792018 5 ¢.565G>T p.Asp189Tyr G 0 OR2 Tolerado Possivelmente Prejudicial ~ Causador de doenga  Neutro 2
rs41322046 5 c.572G>A p.Gly191Asp G 0 OR2 Prejudicial Possivelmente Prejudicial ~ Causador de doenga  Neutro 3
rs548424658 5 ¢.596G>C p.Argl99Pro G 0 OR2 Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs756604495 5 c.602C>A p.Pro201GIn C 0 OR1 Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs762209698 5 c.613C>T p.Arg205Trp G 0 OR1 Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs150932144 5 c.640G>A p.Gly214Ser G 0 OR1 Tolerado Possivelmente Prejudicial ~ Causador de doenga  Neutro 2
rs868730895 8 c.1058A>G p.Glu353Gly A 0 ZP-N Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs548690138 8 c.1093G>A p.Asp365Asn G 0 ZP-N Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs1800956 8 ¢.1096G>C p.Asp366His C 0 ZP-N Prejudicial Possivelmente Prejudicial ~ Polimorfismo Neutro 2
rs143054595 8 c.1133C>T p.Ala378Val G 0 ZP-N Tolerado Benigno Causador de doenga  Neutro 1
rs369997021 10 c.1274C>T p.Ala425Val G 0 ZP-N Tolerado Benigno Polimorfismo Neutro 0
rs763475207 12 ¢.1469T>C p.Leu490Ser A 0 ZP-C Benigno Polimorfismo Patoldgico 1
rs765564489 12 c.1538A>G p.Lys513Arg A 0 ZP-C Possivelmente Prejudicial ~ Polimorfismo Neutro 1
rs142896669 12 c.1633G>A p.Gly545Ser G 0 ZP-C Prejudicial Possivelmente Prejudicial ~ Causador de doenga  Neutro 3


https://varsome.com/variant/hg19/NM_001114753.2:c.14C%3ET

Continuacao da Tabela 7:

rs768491175
rs138799379
rs201768056
rs868296721
rs866067907
rs868572062
rs866646256

12
13
14
14
15
15
15

¢.1655C>T
c.1712G>A
¢.1762G>C
c.1781G>A
c.1914C>A
¢.1972G>C
c.1973C>A

p..Ala552Val
p.Arg571His
p.Val588Leu
p.Gly594Asp
p.Ser638Arg
p.Ala658Pro
p.Ala658Glu

0O o000 606060

O O O O O o o

ZP-C

ZP-C Prejudicial
™ Tolerado
™

CcT

CcT

CcT

Benigno
Benigno
Benigno
Possivelmente Prejudicial
Possivelmente Prejudicial
Benigno
Possivelmente Prejudicial

Polimorfismo
Polimorfismo
Polimorfismo

Causador de doenga

Polimorfismo

Neutro
Neutro
Neutro
Patolégico
Patoldgico
Patoldgico
Patoldgico

N P N W O L O

Nota: O primeiro é o alelo de referéncia e o segundo é o menor alelo; "alelo de menor frequéncia; ‘estes resultados sdo considerados prejudiciais se a pontuagéo for igual ou

superior a dois; espagos em branco referem-se a falta de informacdes de dados.
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Figura 7 - Andlise dos efeitos estruturais de variantes missense consideradas
prejudiciais utilizando a plataforma HOPE.

A B

H;N. H
OH ?
H2N | HZN)\'(OH \ﬁj :
(NH

OH H

Nota: (A) e (B) se referem as estruturas esquematicas do aminoacido original (a esquerda) e do mutante (a
direita). (A) Alteracdo de aminoécidos p.Gly206Ala (rs201393380): o residuo mutante é maior e mais
hidrofobico que o residuo de tipo selvagem, localizado em uma regido necessaria para a interacdo com
BMP9, essa alteracdo pode abolir a flexibilidade conferida pela glicina e pode perturbar a estrutura
central desse dominio. (B) Alteragdo de aminoécidos p.Arg232Trp (rs200372420): o residuo mutante é
maior e apresenta carga positiva, enquanto o residuo do tipo selvagem tem carga neutra, a mudanca
ocorre em uma regido necessaria para a interagdo com BMP9, localizada na superficie da proteina,
podendo interferir nas interacfes com outras moléculas ou outras partes da proteina. (C) e (D) referem-se
a estruturas esquematicas 3D em diferentes angulos da alteragdo de aminodcido p.Arg232Trp, o
aminoacido original (em verde) e 0 mutante (em vermelho).

Figura 8 - Arquitetura esquemética dos dominios de ENG e mapa de variantes
genéticas com consequéncia missense na populacdo estudada.

A P130S
P131L E353G
D189Y D365N
T5M T73M G191D
R3C P75L G214 D366H
P201Q A378V
R205W
B Mazov S615L
R199P 2019
G594D
<> <>
OR1 OR1 ZP-C cT
26-46 200-330 444-576 612-658
12 2 2345 56,7 8,9,10,11 11,1213 14 14415

Nota: (A) Estrutura esquematica de Endoglina e mapa de variates genéticas com consequéncia missense.
As mutagOes destacadas em roxo foram aquelas com pontuagdo >2 mostradas na Tabela 7, bem como as
mutacdes destacadas em rosa, analisadas na Figura 7; as mutacGes sublinhadas referem-se a variantes com
MAF >0; as outras variantes apresentam MAF = 0. (B) Indicacdo dos dominios da proteina e respectivos
intervalos de aminoécidos (1-658 aminoacidos); os éxons traduzidos para cada modulo sdo indicados em
preto (1-15 éxons). Fonte: Dados do estudo e adaptado de Saito et al. (33), Béllon et al. (38).
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Figura 9 - Desequilibrio de ligacdo entre as variantes genéticas extraidas do banco de dados SCAALA.
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Nota: a cor dos quadrados ilustra a forca dos valores de r* em pares em uma escala em que quadrados s6lidos em preto (r* > 0,8) indicam alta correlacdo, tons de cinza
indicam correlagdo intermediéria e em branco indicam baixa correlagdo. O valor de r’ também é indicado dentro de cada quadrado.
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Figura 10 - Desequilibrio de ligacdo entre as variantes genéticas extraidas do banco de
dados ProAR.
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Nota: a cor dos quadrados ilustra a forca dos valores de r?> em pares em uma escala em que quadrados
s6lidos em preto (r* > 0,8) indicam alta correlaco, tons de cinza indicam correlagdo intermediéria e em
branco indicam baixa correlagdo. O valor de r? também é indicado dentro de cada quadrado.
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7 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo descrever a frequéncia de variantes genéticas no
gene ENG em uma populacdo do Nordeste do Brasil, analisando a distribuicdo de
frequéncias de populacdes pseudoancestrais, uma vez que € sabido que as variantes
nesse gene podem estar envolvidas em processos patogénicos descritos anteriormente

em outras populacdes.

Mutagbes na linha germinativa que levam a diminuicdo da funcdo de ENG
configuram a HHT1 devido & haploinsuficiéncia de ENG". Essa doenca culmina em
displasia vascular com sangramentos frequentes e afeta a mucosa nasal, o trato
gastrointestinal e a pele. Além disso, essas mutacGes podem levar a condicGes graves

devido a malformacdes arteriovenosas (MAV) no pulmao, cérebro e figado (15-17).

Estudos genéticos de rastreamento de mutacdes em familias com histérico de
HHT, identificaram a ocorréncia de SNVs em ENG como rs3739817 (frequéncia de 5%
(106) e 4% (107)), rs11545664 (frequéncia de 11% (106)e 1% (107)), rs1800956 (107)
em 32 familias da Europa Setentrional (106) e em 4 familias da Italia (107), rs3739817,
rs116330805, rs11545664, rs41322046 em 160 pacientes de familias ndo relacionadas
da Franca (108), rs116330805, rs11545664, rs41322046 e rs41358947 em 13 familias
Canadenses (109), mas nenhuma analise de associacdo dessas variantes foi realizada
para inferir um possivel risco ou protecdo para o desfecho. Em nosso estudo, essas
alteracbes ocorreram em nossa populacdo, exceto para o rs41322046 que €
monomorfico para o alelo G. O alelo T-rs11545664 possui frequéncia de 21%, superior
ao relatado nos estudos (106,107), o alelo A-rs3739817 possui frequéncia de 0,04 neste
estudo, frequéncia menor do que nos estudos em referéncia (106,107), alelo G-
rs41358947 ocorre em 3% e T-rs116330805 ocorre <0,1% da populacéo (Tabela 3).

Estudos posteriores exploraram o impacto de algumas mutagcdes missense em
ENG, mostrando que estas raramente podem ser detectadas e expressas na superficie
celular, sendo retidas intracelularmente (17,106,110). Por outro lado, um estudo mais
recente também analisou variantes missense em ENG, incluindo rs13933456 (R3C),
rs116330805 (V504M), rs148002300 (S615L), rs201393380 (G206A) e estes foram
encontrados na superficie celular, como ocorre em ENG de tipo selvagem, sendo
consideradas, portanto, mutacgdes silenciosas (81). Vale destacar que foi esperado que o

mutante S615L pudesse provocar alguma alteracdo na fosforilagdo, visto que o residuo
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selvagem se trata de uma serina, mas nao foram evidenciados defeitos de sinalizacdo na
ocorréncia dessa variante (81). Mallet e colaboradores (2015) também apontam que 0s
mutantes rs13933456 (R3C), rs116330805 (V504M) e rs148002300 (S615L) em ENG
foram relatados no banco de dados internacional associados ao fen6tipo HHT benigno e
incerto, enquanto o mutante rs201393380 (G206A) foi descrito em pacientes com HHT
improvavel ou possivel, enfatizando a importancia da realizagdo de estudos funcionais
(81). As andlises in silico do presente estudo indicam que as variantes rs13933456
(R3C), rs116330805 (V504M) e rs148002300 (S615L) ndo sdo prejudiciais (Tabela 5),
0 que é consistente com os resultados de Mallet e colaboradores (2015). A anélise in
silico ndo é totalmente confidvel, uma vez que as diferentes plataformas apresentam
previsdes conflitantes (105), portanto, para esta pesquisa utilizamos diferentes softwares
e foi adotado o uso de escore (>2) para indicar patogenicidade. O mutante rs201392280
(G206A) foi considerado patogénico de acordo com o escore (2) (Tabela 5) e o alelo G-
rs201393380 apresentou frequéncia <0,001, sendo raro na populacgdo brasileira (Tabela
4). A andlise in silico subsequente, utilizando o software HOPE foi realizada para
prever os possiveis efeitos estruturais para essa variante, rs201393380 (Figura 7A), e
indica que a alteracdo de glicina pela alanina pode abolir a flexibilidade conferida pela
glicina e afetar a estrutura central do dominio 6rfdo (OR1, mostrado na Figura 8),
importante para a interagdo com BMP9, um ligante crucial para a cascata de sinalizagéo
que ativa a angiogénese (72). A interacdo ENG-BMP9-ALK1 é amplamente investigada
no contexto da HHT, pois a resposta a formacdo ou ao reparo de vasos sanguineos
depende da sinalizacdo e do reconhecimento de ligantes especificos para ENG, como
BMP9. Sendo assim, alteracGes na estrutura da molécula de endoglina podem alterar a
sua avidez na interacdo intermolecular e, consequentemente, afetar sua atividade que €

crucial para mediar fungdes celulares que implicam na homeostase do organismo.

A variante sindnima rs11545664 (L69L) foi investigada na suscetibilidade para
malformacdes arteriovenosas cerebrais (BAVMs) e para 0 risco de hemorragia
intracraniana (HIC) em um estudo de caso-controle no Sul do Brasil. Esse estudo foi
composto por 63 casos (80,6% caucasianos, 6,5% afro-brasileiros, 12,9% misturados) e
96 controles (85,4%, 6,3% e 8,3%, respectivamente). A analise mostrou apenas uma
tendéncia de associacdo, mas sem significancia, entre rs11545664 (T/C) e a ocorréncia
de BAVM em um genotipo completo (111).
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Um estudo realizado na Universidade da California, em S&o Francisco, envolveu
177 pacientes brancos com BAVM esporadico, ou seja, sem associacdo com HHT ou
outra patologia cerebrovascular, e 129 controles. O rs11545664 mostrou associagédo
com o desfecho para o genétipo GG (odds ratio, OR = 1,88, [95% CI, 1,04 a 3,42], p =
0,002). A associacdo encontrada foi aumentada (OR, 2,68, [95% CI, 1,64 a 4,39], p
<0,001) quando combinada com a variante rs2071219 do gene ACVRL1 (gene que
codifica ALK1, membro da familia do TGF-B), ambas variantes estdo em alta
correlagdo para o LD (r2 = 0,76) (112). O rs11545664 também foi investigado em
relacdo a associacdo com BAVMs esporadicas ou relacionadas ao HHT em pacientes
holandeses, mas nenhuma associacéo significativa foi encontrada e, em uma tentativa de
validacdo, a combinacdo das variantes rs11545664 e rs2071219-ACVRL1 ndo mostrou
OR significativa para qualquer combinacdo de alelos (113). A BAVM ocorre em
pacientes com HHT (16), e a ocorréncia familiar de BAVM esporéadica € rara (114). O
rs11545664 reduz a ligacdo prevista para uma proteina de splice (SRp40) (115). Estudos
recentes mostram que essa consequéncia pode interferir no gene e na expressao
molecular da proteina, resultando no desfecho patogénico (HHT1) (85,116). Variantes
sindnimas, como rs11545664, ndo apenas representam variabilidade na composicdo
genética de um individuo ou um evento espdrio como ja foi muito difundido (117). A
variante sindnima pode alterar a cinética de traducdo do RNAm devido a alteracdo da
sequéncia dos acidos nucléicos, compondo um codon sindnimo, dessa maneira, pode
afetar o dobramento da proteina co-traducional e pode repercutir na producdo e funcdo
da proteina, influenciando o risco e o espectro dos sintomas da doenca, bem como

podendo afetar a resposta terapéutica (117).

Um estudo realizado na Holanda, composto por uma populacdo mista, mostrou
que, entre 649 holandeses caucasianos (mais predominantes) e 72 negros das Antilhas
Holandesas, o alelo C-rs10987746 foi significativamente associado ao aumento do risco
de MAV pulmonar em pacientes com HTT1 [risco relativo = 1,3 (1,0018-1,7424)],
apresentando maior risco em individuos homozigotos (p = 0,004). O alelo C ocorreu em
56,5% dos pacientes com HHT1 com MAV pulmonar e 43,5% entre os pacientes com
HHT1 sem MAV pulmonar. Em um modelo dominante, o mesmo alelo foi associado a
baixos niveis de expresséo de RNAm de ENG (p = 0,004) em um painel de linhas
celulares de linfoblastos humanos (118). Em nossa populacéo, o alelo C-rs10987746 foi
52% frequente (Tabela 3 e Tabela 4).
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As variantes missense rs142896669, rs41322046, sindnima rs11545664 e
intrénica rs7847860 foram relatadas em 57 pacientes europeus com hipertensédo arterial
pulmonar (PAH) e 55 controles (105). A variante rs41322046 (G191D) foi encontrada
em 10 pacientes italianos com PAH e foi mais frequente na PAH idiopatica do que na
PAH associada a outras condic6es (p = 0,040). A frequéncia do alelo A- rs41322046 foi
de 10% nos casos e ndo foi detectada nos controles, os quais foram associadas a uma
idade precoce para o diagnostico de PAH (média de 10 anos antes, p = 0,035) (105). Em
nosso estudo, o rs41322046 é monomorfico para o alelo G. Essa variante foi
considerada patogénica de acordo com o escore (3) com base nos resultados de analises
in silico (Tabela 7) e de acordo com as analises realizadas por Pousada et al. (2016)
(105). A variante provavelmente é prejudicial a proteina porque o aminoacido glicina é
um residuo altamente conservado (105). Outros estudos descrevem rs41322046 como
um polimorfismo ou uma variante rara (108,109) e todas essas variantes descritas
anteriormente, rs11545664, rs7847860, rs3739817, rs142896669, incluindo
rs41322046, sdo classificadas como variantes benignas pelo banco de dados
internacional ARUP. Devido as divergéncias encontradas em relacdo a patogenicidade
da variante rs41322046 e por estar presente em baixa frequéncia na populacdo geral,
mas estando presente em pacientes com PAH, Pousada et al. (2016) realizaram um
estudo funcional com a construgcdo de um minigene a partir do éxon 5, no qual é
encontrada a variante rs41322046, expandindo para 200 pb nas juncbes com introns,

mas ndo foram encontradas variantes ligadas aos processos de splicing (105).

As variantes intronicas rs11792480 e rs10121110, apresentadas como tagging
SNV (tSNV) marcando diferentes haploblocos (r = 0,29, separados por cerca de 4.000
bases), foram independentemente associadas a pré-eclampsia (PE) em mulheres norte-
americanas brancas, mas ndo em negras, em um estudo de caso-controle, composto por
181 casos e 174 controles (19). O alelo G-rs11792480 ocorreu em 71,7% das mulheres
com PE e 63% nos controles (p = 0,01) e o alelo A-rs10121110 ocorreu em 66% e
55,3% (p = 0,004), respectivamente. Em nosso estudo, a correlacdo entre essas variantes
foi ainda inferior (r* = 0,04) (Figura 9) e ambas n&o apresentam forte correlacio para
nenhuma outra variante (Figura 9 e Figura 10), o alelo G-rs11792480 teve uma
frequéncia de 84% (Tabela 3) e 0 alelo A-rs10121110 apresentou frequéncia de cerca de
44% (Tabela 3 e Tabela 4). Ainda em se tratando do estudo em referéncia (19), os

autores observam que mulheres brancas que herdaram o alelo A-rs10121110 em
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homozigose tiveram um risco 2,22 vezes maior de desenvolver PE em comparagdo com
mulheres com o genétipo GG (p = 0,008, [99% CI: 1,02 a 5,13]) (19). Estudos
adicionais procuraram validar esses achados, mas ndo foram encontradas associagoes
com as variantes rs11792480 e rs10121110 em ENG e PE nas seguintes coortes: 77
casos e 63 controles em noruegueses caucasianos, 69 casos e 106 controles em
caucasianos americanos (21), 130 casos e 316 controles em chineses (20) e 75 casos e
50 controles em egipcios (22). Devido a essas diferencas, alguns argumentos sdo
sugeridos, como: uma possivel falta de robustez na analise de associacdo devido ao
tamanho da coorte, os haplotipos marcados pelo tSNV selecionado podem diferir por
ancestralidade ou devido a diferencas na definicdo do fenétipo de PE (21). Além disso,
ainda ndo esta claro se os diferentes achados entre mulheres brancas e negras no estudo
de Bell et al. (2013) sdo atribuidos devido a heterogeneidade da populacdo ou a
diferenca no tamanho da amostra (pequena para o grupo de mulheres negras) (20).
Outro estudo na perspectiva da PE com uma amostra negra norte-americana (184 casos
e 305 controles) muito maior que a amostra de mulheres brancas (32 casos e 85
controles), bem como maior que as amostras dos estudos citados anteriormente, ndo
mostra uma associacdo de SNVs em ENG com o desfecho de PE (119). Nas mulheres
negras, a variante rs17557600 foi investigada, mas ndo apresentou associacdo com PE
parao alelo T (p =0,06; OR 1,46 [IC 95%: 0,98 a 2,17]), e apresenta frequéncia de 90%
(119). No presente estudo, o alelo T-rs17557600 teve uma frequéncia de 91% (Tabela 3
e Tabela 4).

Devido a sua atuacdo como mediadora na sinalizacdo da angiogénese, a ENG €
relacionada a progressdo tumoral maligna, sendo alvo para terapia antiangiogénica com
0 uso de anticorpos monoclonais através do blogueio funcional da via ENG-BMP9-
ALK1 (1,2,9). Mas no contexto do cancer as variantes genéticas em ENG sdo pouco
descritas e exploradas. Um estudo recente realizado nos Estados Unidos incluiu ENG
como um dos genes candidatos a quimiorresisténcia no cancer epitelial de ovario seroso
(EOC) em estagio avancado, devido a ENG estar relacionada a regulacdo ovariana de
células-tronco cancerigenas (120).Porém, nenhuma associacao foi encontrada para 130
variantes em ENG com uma resposta incomum a terapia entre pacientes com EOC
(maxima verossimilhanga da mistura, AML = 0,184). Entre os pacientes, o alelo T-
rs41432051 teve uma frequéncia de 15%, A-rs2417056 com 17% e A-rs11545664 com

13% (120). Qutro estudo identificou o rs11545664 como um componente em um
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modelo de predicdo para a toxicidade por esofagite aguda pos-quimiorradioterapia em
pacientes com cancer de pulméo (121). Combinando dados clinicos, parametros de
tratamento e informacdes genotipicas, a variante sindbnima rs11545664 em ENG e outras
variantes, rs2302535 (EGFR), rs1131877 (TRAF3) e rs2230528 (ITGB2), foram
consideradas neste modelo de previsdo. A frequéncia do alelo T-rs11545664 foi de
12,4% para todos os pacientes, diminuindo para 7,75% naqueles com esofagite aguda
(121).

Uma pesquisa recente do nosso grupo mostrou que a expressdo de ENG
desempenha um papel importante no desenvolvimento e no tratamento da leucemia
aguda (12). Diferentes fatores podem estar diretamente associados a etiologia das
neoplasias hematopoiéticas, incluindo fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais
(122). Nesse sentido, ENG prova ser um forte gene candidato e nosso grupo ja vem
desenvolvendo um projeto com a finalidade de analisar as variantes genéticas na

leucemia.
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8 CONCLUSAO

A frequéncia de variantes genéticas em ENG na populagdo brasileira se mostrou,
em geral, intermediéria entre os padrdes africano e europeu. O fendtipo HHT1 com
malformacdes arteriovenosas pulmonares, AVM cerebral esporadica e pré-eclampsia
tém sido associadas em outros estudos com os alelos mais frequentes no gene ENG. Os
SNVs associados nos estudos trazidos foram mais frequentes em nossa populagdo, com
excecdo do alelo A-rs10121110 em relagdo & pré-eclampsia. E importante destacar a
variante sinbnima rs11545664 (L69L), localizada no éxon 2, que foi investigada em
diferentes desfechos. No contexto do cancer, variantes genéeticas em ENG séo pouco
descritas e exploradas, nesse sentido, nosso grupo ja vem desenvolvendo um projeto
com a finalidade de analisar as variantes genéticas na leucemia.

Este trabalho, visa ainda, desenvolver uma analise de componentes principais
para a estimacdo da ancestralidade biogeografica da populacdo do estudo, inclusive
utilizando dados de AIMs. Posteriormente pretendemos explorar ENG como gene
candidato para leucemia em estudo de associacao entre gendtipo e fendtipo, do tipo
caso-controle, bem como analisar funcionalmente as variantes genéticas nesse contexto.

Mais pesquisas sobre 0s mecanismos funcionais desse gene sdo necessarias, pois
ele participa de uma série de processos celulares importantes e mais esforgos devem ser
feitos para estudos genéticos na populacédo brasileira considerando a miscigenacao, visto
que a coloracdo da pele é um preditor ndo confidvel de ancestralidade étnica do

individuo.
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Nota: Os valores de express

mostrados em box plot para cada tecido especifico, em ordem decrescente do nivel de expressdo. Fonte:

GTEx Analysis Release V8 (GTEXx Project, https://www.gtexportal.org/).
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