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Resumo

Introdugdo: a endoglina (ENG, CD105) é um co-receptor da familia transforming growth factor-beta e participa da regulacdo de
processos celulares como proliferagdo, diferenciagdo, migragdo e apoptose. ENG é mais conhecida por sua expressdao em células
endoteliais, desempenhando papel importante na angiogénese e vasculogénese, porém sua expressdo ja foi associada a diferentes
desfechos patogénicos, inclusive devido a mutagdes no gene ENG. Objetivos: descrever a frequéncia de variantes genéticas no gene
ENG, comparar com populages ancestrais e analisar as variantes genéticas que possam estar envolvidas em processos patogénicos
em outras populagdes. Metodologia: foi utilizado o banco de dados do programa SCAALA (Social Change Asthma and Allergy in Latin
America) para a populagdo do estudo, sendo genotipado 1309 individuos usando o chip Illumina 2.5 Human Omni Bead e feitas
analises in silico utilizando plataformas on-line. Resultados: as variantes genéticas rs10987746, rs10121110, rs11792480 e rs16930129
apresentaram frequéncia de menor alelo entre 16 a 48% na populagdo estudada, as quais foram mais reiteradamente préximas do
padrdo africano que do europeu. Os SNVs foram relacionados aos mecanismos regulatérios genéticos conhecidos, pressupondo que
essas variantes ndao estejam envolvidas diretamente em processos funcionais. Conclusdo: sdo necessdrias maiores investigagdes
referentes aos mecanismos funcionais deste gene, visto que a endoglina participa de uma gama de processos celulares importantes
e mais esforgos devem ser feitos para estudos genéticos na populagdo brasileira, considerando a mistura de populagdes.
Palavras-Chave: Endoglina. Antigeno CD105. Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Abstract

Introduction: the endoglin (ENG, CD105) is a coreceptor of the family transforming growth factor-beta and participates in the regulation
of cellular processes such as proliferation, differentiation, migration and apoptosis. ENG She is best known for your expression in
endothelial cells, playing an important role in angiogenesis and vasculogenesis, but its expression has already been associated with
different pathogenic outcomes, including due to mutations in the ENG gene. Objectives: describe the frequency of genetic variants in
the ENG gene in the population of northeastern Brazil, compare with ancestral populations and analyze genetic variants that may be
involved in pathogenic processes in other populations. Methodology: we used the SCAALA program database (Social Change Asthma
and Allergy in Latin America) for the population of the study, and the DNA of 1309 individuals were genotyped using the lllumina
chip 2.5 Human Omni Bead and made in silico analysis. Results: the SNVs rs10987746, rs10121110, rs11792480 and rs16930129
presented lower allele frequency between 16 to 48% in the population studied, which were more consistently next African European
standard. The SNVs were related to known genetic regulatory mechanisms assuming that these variants are not directly involved
in functional processes. Conclusion: 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 mixture of populations.

Keywords: Endoglin. CD105 Antigen. Single Nucleotide Polymorphism

INTRODUCAO

A endoglina, também conhecida como ENG e CD105,
é uma glicoproteina transmembranar que funciona como
um receptor auxiliar da superfamilia do transforming
growth factor-beta (TGF-B) (GOUGOS; LETARTE, 1990),
mais conhecida por sua expressdo abundante em células
endoteliais ativas, desempenhando um papel crucial na
angiogénese (LEBRIN et al., 2004) e no desenvolvimento
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vascular (BOURDEAU; DUMONT; LETARTE, 1999). A endo-
glina é um receptor do tipo 1l da familia TGF-B e atua em
interagao com as isoformas TGF-B1 e TGF-B3, através da
associagdo a receptores tipo | como ALK1 e ALKS e tipo
Il como TGFBR-II, iniciando vias de sinalizagdo celulares
mediadas através da fosforilagdo de proteinas SMADs no
citoplasma, regulando processos celulares de proliferagao,
diferenciagdo, migragdo (LEBRIN et al., 2004) e apoptose
(LI, 2003).

O gene ENG humano fica localizado no cromossomo
9q34.11 (FERNANDEZ—RUIZ et al., 1993), codifica 15
diferentes éxons e sua transcri¢cdo é conduzida por uma
regido promotora contendo duas regides ricas em caixa
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GC (sequéncia consenso GGGCGG) permitindo a ligagdo
a fatores de transcrigdo, como Sp1 (RiUS et al., 1998).
Mutagdes em regido nado codificadora, como na regido
promotora proximal, ja foram descritas. Nesses casos, a
regulacdo transcricional é afetada e impede a ligagcdo de
fatores de transcrigdao, como Sp1, tendo como desfecho
um fendtipo patogénico, como a telangiectasia hemor-
ragica hereditéria tipo 1 (HHT1) (ALBINANA et al., 2017).

A expressdo de endoglina ja foi associada a alguns
desfechos: como ja mencionado, a telangiectasia hemor-
ragica hereditdria tipo 1 (HHT1), também conhecida como
Sindrome de Rendu-Osler-Weber, devido a mutagdes no
gene ENG, ja sendo bastante estudado neste contexto
(SHOVLIN, 2010); pré-eclampsia associada a niveis au-
mentados de ENG soluvel (sENG, sCD105) (VENKATESHA
et al., 2006); tumores sélidos de localizacGes diversas
(KASSOUF et al., 2004; PARDALI et al., 2011; SAAD et
al., 2003, 2004); metastases associadas a nivel elevado
de sENG (TAKAHASHI et al., 2001); mieloma mdultiplo
(PRUNERI et al., 2002); e mais recentemente a leucemias
agudas (DOURADO et al., 2017).

Considerando que a populagdo brasileira seja misci-
genada, tri-hibrida — descendente de africanos, europeus
e amerindios — é importante descrever a frequéncia das
variantes genéticas em popula¢do do Nordeste brasileiro,
comparando com populagdo ancestral de maioria afri-
cana e europeia (LIMA-COSTA et al., 2015) e analisar as
variantes genéticas em ENG que podem estar envolvidas
em processos patogénicos ja descritos anteriormente em
outras populagdes.

METODOLOGIA

Populagao do Estudo

Foi utilizado o banco de dados do Programa Social
Change, Asthma and Allergy in Latin America (SCAALA) da
cidade de Salvador, localizada no Nordeste do Brasil com
uma populacdo de 2,9 milhGes de pessoas. O desenho
do estudo ja foi relatado em outros trabalhos (BARRETO
et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2011) e a populagdo do
estudo compreendeu 1309 criangas entre 4 e 11 anos, sem
relagdo sanguinea. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto de Satde Publica (CEP-ISC,
registro 003-05) da Universidade Federal da Bahia e pelo
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, nimero
de resolugdo 15 895/2011). O termo de consentimento
livre e esclarecido foi obtido do responsavel legal ou dos
pais de cada crianga.

Extra¢do de DNA e Genotipagem

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras
de sangue de acordo com o protocolo do kit Quiagen
(Gentra Puregene Blood Kit; Hilden, Alemanha). Todas as
amostras dos 1309 individuos foram genotipadas utilizan-
do o Illumina BeadChip HumanOmni 2.5, uma plataforma
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de varredura ampla do genoma com 2,5 milhdes de
marcadores que foram genotipados através do Consércio
EPIGEN-Brasil (https://epigen.grude.ufmg.br). Para este
estudo, a informacdo genética foi extraida das posicdes
127815012 a 127854773, localizada no cromossomo 9
(9934.11 — localizagdo citogenética).

Analises In silico

Analises in silico foram conduzidas para variagdo de
nucleotideo Unico (em inglés: single nucleotide variation —
SNV) selecionados através da frequéncia dessas variantes
no gene ENG, utilizando o filtro para frequéncia de menor
alelo (em inglés: minor allele frequency — MAF) através do
software PLINK 1.90 beta (PURCELL et al., 2007). A fungdo
de cada variagdo genética foi obtida através do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.
nim.nih.gov).

O banco de dados RegulomeDB (www.regulomedb.
org) foi utilizado para a interpretacdo de fungdes regulatoé-
rias de regies 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 pontuagdo (score),
variando de 1 a 6, em que pontuagdes mais baixas estdo as-
sociadas ao aumento da evidéncia de que a variante esteja
localizada em uma regido funcional, desta forma, podendo
apresentar consequéncia funcional (BOYLE et al., 2012).

O rSNPBase (http://rsnp.psych.ac.cn) é uma baco de
dados que permite a obtengdo de informagGes quanto a
elementos regulatérios dos SNVs que foram previamente
apoiados experimentalmente. As vias de regulagdo envol-
vem regido proximal, distal e regulacdo pds transcricional
através de miRNA (incluindo miRNAs maduros) e proteina
de ligagdo a RNA (regido identificada por imunoprecipita-
¢do de RNA), possibilitando a identificagdo dos possiveis
genes regulados.

Para analisar e comparar a frequéncia de alelos nas
populagdes ancestrais foi utilizada a plataforma de dados
do International Genome Sample Resource (IGSR) (www.
internationalgenome.org) através de dados do Ensembl,
um navegador de genomas, utilizando a referéncia de
genoma anterior GRCh37p.13.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os detalhes para as variantes
genéticas examinadas em ENG. Os 4 SNVs analisados fo-
ram selecionados de acordo com a presenca de resultados
de outros estudos que associaram os SNVs a desfechos
patogénicos. Os SNVs apresentaram MAF superior a
16% na populagdo estudada, sendo variantes intronicas:
rs10987746 com MAF de 48% para alelo T, rs10121110
com 44% para alelo A, rs11792480 com 16% para alelo A
e variante exénica: rs16930129 com MAF de 21% para o
alelo T, na populagdo estudada.
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Tabela 1 — Pares de base, alelos, frequéncia de menor alelo e fun¢do das variantes genéticas de ENG.

CHR? Variante A1° A2¢ MAF Fungao
9 . .
rs10987746 T C 0.48 intron variant
9 . .
rs10121110 A G 0.44 intron variant
9 . .
rs11792480 A G 0.16 intron variant
9 synonymous codon, utr variant 5 prime
rs16930129 T C 0.21

Fonte: Dados do estudo.
Nota: *cromossomo "menor alelo, alelo ancestral.

Os SNVs foram relacionados aos mecanismos regu-
latdrios conhecidos e identificados como “sim” ou “ndo”
na Tabela 2. Os rs10987746, rs11792480 e rs16930129
estdo envolvidos em regulagdo proximal. Todos os SNVs
descritos podem estar envolvidos em regulacdo distal e
em regulacdo mediada por proteina de ligagdo a RNA.
Além disso, a mesma tabela apresenta dados relacionados
ao RegulomeDB, indicando as caracteristicas regulato-

rias e funcionais através do score de cada variante: os
rs10987746,rs10121110 e rs11792480 apresentaram sco-
resde 4, 5 e 4, respectivamente. Esses valores pressupoe
gue essas variantes ndo estejam envolvidas diretamente
em processos funcionais, pois ha evidéncias minimas
de ligacdo. Ja 0 rs16930129, Unica variante ex0nica, ndo
possui score no RegulomeDB.

Tabela 2 — Dados referentes a fungdo dos SNVs em ENG a partir de andlises in silico, utilizando rSNPBase e RegulomeDB.

SNV Regulagdo proximal Regulagdo distal ~ Regulagdo miRNA  Regulagdo mediada por proteina  RegulomeDB Score®
de ligacdo a RNA
. sim ndo sim
rs10987746 sim 4
. sim ndo sim
rs10121110 ndo 5
. sim ndo sim
rs11792480 sim 4
. . . sim
rs16930129 sim sim ndo —

Fonte: Dados do estudo.

Nota: 2Anotagdo de RegulomeDB score.

As frequéncias alélicas da populacgdo brasileira (BRA)
e de seus ancestrais, africanos (AFR) e europeus (EUR) sdo
apresentadas na Figura 1. O rs10987746 apresenta alelo
C como referéncia e frequéncia de 52% na populagdo
brasileira, 46% em africanos e 45% em europeus, sendo
T menor alelo. O rs16930129 apresenta alelo C como
referéncia e frequéncias de 79%, 76% e 90%, respecti-

vamente, sendo T menor alelo. O rs10121110 apresenta
alelo G como referéncia e frequéncias de 56%, 66% e
40%, respectivamente, sendo A menor alelo, porém
na populacdo europeia o alelo A é mais frequente com
60%. O rs11792480 apresenta alelo G como referéncia e
frequéncias de 84%, 97% e 66%, respectivamente, sendo
A menor alelo.
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Figura 1 — Frequéncias alélicas dos SNVs analisados em ENG em populagdo brasileira, africana e europeia

(A) rs10987746
BRA AFR EUR
BC:52% BC:46% WC:45%
BT 48% HT: 54% BT:55%
Legenda:
(B) 1s16930129 = Alelo
BRA AFR EUR referéncia
WC:79% ‘ WC:76% W C: 900%™ Menoralelo
HmT:21% HT:24% BT:10%
(C)s10121110
BRA EUR
BG:56% BG:66% BG:40%
HA:44% HA:34% HA:60%
(D) rs11792480
BRA AFR EUR
1 84% HG:97% BG: 66%
A: 16% HA:3% HA:34%

Fonte: Dados do estudo para frequéncias alélicas da populagdo brasileira e Plataforma IGSR para frequéncias alélicas das populagées africana

e europeia.

DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo descrever a frequén-
cia de variantes genéticas no gene ENG em uma popula-
¢do do Nordeste do Brasil, comparando com populagdes
ancestrais, com o objetivo de conhecer as variantes que
podem estar envolvidas em processos patogénicos ja des-
critos anteriormente em outras populagdes. As diferentes
variantes foram mais reiteradamente préximas do padrdo
africano que do europeu (Figura 1). Segundo dados do
EPIGEN, a ancestralidade africana é mais predominante
na populagdo de Salvador, com média de 50,5%, enquanto
que europeus tem ancestralidade média de 42,4% e por
ultimo os americanos nativos, com média de 5,8% (LIMA-
-COSTA et al., 2015).

Um estudo realizado nas Antilhas Holandesas, com-
posta por uma populagdo miscigenada, mostrou que entre
Holandeses de origem caucasiana (mais predominante) e
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africana, o rs10987746 teve como alelo de risco o C-selva-
gem associado fracamente, porém, significativamente, a
condigdo genética de malformacdo arteriovenosa (MAV)
pulmonar em portadores de HHT1 [risco relativo = 1,3
(1,0018-1,7424)], alelo herdado de pais n3o afetados. O
alelo C ocorreu em 56,5% dos pacientes HHT1 com MAV
pulmonar e 43,5% entre os HHT1 sem MAV pulmonar. Em
modelo dominante, o mesmo alelo foi associado a baixos
niveis de expressdo de ENG (P = 0.004) em linhagens ce-
lulares linfoblastéides humanas (LETTEBOER et al., 2015).
Este fator pode ser explicado devido ao envolvimento
do rs10987746 em mecanismos reguladores (Tabela 2),
podendo desempenhar papel importante na regulagdo
transcricional de ENG.

AHHT1 é uma desordem autossOmica dominante em
consequéncia de muta¢do com perda de fungdo predo-
minantemente em ENG (SHOVLIN; LETARTE, 1999), carac-
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terizada pela formagdo defeituosa de vasos sanguineos,
ocorrendo recorrentes hemorragias por lesdes vasculares
e possui entre as consequéncias graves a ocorréncia de
MAV pulmonar (MCALLISTER et al., 1994). O alelo-C sel-
vagem do rs10987746 apresentou uma associacao fraca,
porém significativa, com o risco aumentado de MAV pul-
monar em pacientes com HTT1, sendo esta relagdo mais
associada quando em homozigose. Na nossa populagao,
o alelo C-rs10987746 teve 52% de frequéncia (Figura 1).

Ja em um estudo de um grupo da Universidade da
Califérnia, Sao Francisco, pacientes autorreferidos brancos
com MAV cerebral esporadica, ou seja, fora do contexto
de HHT ou outra patologia cerebrovascular associada,
apresentaram mecanismos patoldgicos comuns com o
HHT ao apresentar variantes genéticas em ENG. O SNV
rs10987746 apresentou uma associagdao marginal (P
= 0.09) para MAV cerebral esporadica, assim como o
rs16930129 (P = 0.002) (PAWLIKOWSKA et al., 2005). A
MAV cerebral ocorre em pacientes com HHT (MCALLISTER
et al., 1994), sendo rara a ocorréncia familiar de MAV
cerebral esporddica (KAMIRYO et al., 2000).

O rs10987746 fica localizado no intron 12, préximo
a regido final 3’ do gene, desta forma, podendo estar as-
sociado com diferencgas quantitativas, como em niveis de
transcrigdo, ou qualitativas, como splicing diferencial, na
proteina ENG (LETTEBOER et al., 2015), pois altera um sitio
de ligagdo CCAAT, modulando potencialmente a transcri-
¢do (PAWLIKOWSKA et al., 2005). Ja 0 rs16930129 é uma
variante exdnica que tem fendtipo silencioso reduzindo
fator de splicing para SRp40 (PAWLIKOWSKA et al., 2005)

Os SNVs rs11792480 e rs10121110 foram associados a
pré-eclampsia em mulheres brancas Norte-Americanas. O
alelo G-rs11792480 ocorreu em 71,7% das mulheres com
pré-eclampsia e 63% em controles e o alelo A-rs10121110
ocorreu em 66% e 55,3%, respectivamente. Mulheres que
herdaram o alelo A-rs10121110 em homozigose tiveram
um risco aumentado em 2.29 vezes para desenvolver
pré-eclampsia quando comparadas a mulheres com o
genotipo GG (P = 0.008, [99% CI: 1,02 a 5,13]) (BELL et
al., 2013).

No nosso estudo, o alelo G-rs11792480 teve a frequ-
éncia de 84% e o alelo A-rs10121110 de 44% (Figura 1).

Os rs11792480 e rs10121110 estdo envolvidos com
mecanismos regulatdrios e de transcri¢do (Tabela 3) e
se localizam em uma regido intronica entre o segundo
e terceiro éxons, fazendo parte da regido génica que
inclui o promotor ENG (BELL et al., 2013), sendo assim,
essas variantes podem implicar na ligagdo de fatores de
transcricdo como Spl e elementos SMADs (BOTELLA et
al., 2001), desta forma, tendo impacto na transcrigao e
traducdo do gene (BELL et al., 2013).

CONCLUSOES

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que ana-
lisou, em um contexto genérico, a frequéncia de variantes
genéticas de ENG em uma populagdo do Nordeste brasi-

leiro (Salvador, Bahia). Desfechos importantes como MAV
pulmonar em portadores de HHT1, MAV cerebral espora-
dica e pre-eclampsia foram associados em outros estudos
com os alelos mais frequentes de SNVs no gene ENG, os
guais também sdo mais frequentes em nossa populagao,
exceto o alelo A-rs10121110 em relagao a pré-eclampsia,
o qual teve uma frequéncia menor na nossa populagdo
(44%). As variantes genéticas analisadas participam de
processos regulatérios, podendo impactar na transcri¢do
e tradugdo da endoglina. Cabe ressaltar que os estudos
referenciados tiveram brancos como a maioria da popu-
lagdo, o que limita uma comparagdo fidedigna com os
nossos achados, visto que as frequéncias da populagdo do
presente estudo sejam mais préximas das frequéncias de
ancestrais africanos e o fator sexo ndo fora considerado.
Mais investigacOes referentes aos mecanismos funcionais
deste gene sdo necessarias, visto que participa de uma
gama de processos celulares importantes e mais esforgos
devem ser feitos para estudos genéticos na populagdo
brasileira, considerando a mistura de populagdes.
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