UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS: PEDIATRIA

SINDROME DE KINDLER: IDENTIFICACAO DAS ALTERACOES

GENETICAS E ESTRUTURAIS EM PACIENTES DO SUL DO BRASIL.

BEATRIZ CASTELLAR DE FARIA MARTIGNAGO

Orientadora: Tania Ferreira Cestari

DISSERTACAO DE MESTRADO

Porto Alegre - Brasil
2007

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS: PEDIATRIA

SINDROME DE KINDLER: IDENTIFICACAO DAS ALTERACOES

GENETICAS E ESTRUTURAIS EM PACIENTES DO SUL DO BRASIL.

BEATRIZ CASTELLAR DE FARIA MARTIGNAGO

Orientadora: Tania Ferreira Cestari

DISSERTACAO DE MESTRADO

“A apresentagdo desta dissertagdo ¢ uma exigéncia do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias
Meédicas: Pediatria, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, para a obtengao do titulo do

mestre.”

Porto Alegre - Brasil

2007



M378s Martignago, Beatriz Castellar de Faria
Sindrome de Kindler: identificagdo das alteragdes genéticas e
estruturais em pacientes do sul do Brasil./ Beatriz Castellar de Faria
Martignago ; orient. Tania Ferreira Cestari. — 2007.
75f. :il. color.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal Rio Grande do
Sul. Faculdade de Medicina. Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncias Médicas: Pediatria. Porto Alegre, BR-RS, 2007.

1. Sindrome de Kindler 2. Dermatopatias genéticas 3.
Epidemiologia 4. Transtornos de fotossensibilidade 5. Brasil |I.
Cestari, Tania Ferreira Il. Titulo.

NLM: WR 218

Catalogacao Biblioteca FAMED/HCPA




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Ivone e
Américo, por permitirem e oportunizarem meu
crescimento ¢ minha independéncia. As minhas
avos, Conceicdo e Simone, pelas palavras e
atitudes positivas. A minha irmd Bianca, pela
amizade, estimulo e amor incondicional. Ao meu
marido Paulo, pelo incentivo, apoio e compreensao
e finalmente ao meu filho, Henrique, que
representa minha maior fonte de inspiragao,

fazendo aflorar o que ha de melhor em mim.



AGRADECIMENTOS

O trabalho produzido nessa dissertacao foi realizado no Servigo de Dermatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e no Genetic Skin Disease Group, St John'’s Institute of
Dermatology, St Thoma’s Hospital, Londres.

A professora Doutora Tania Ferreira Cestari, pelo estimulo, pela amizade, pela
orientagdo, pelo exemplo pessoal e profissional, serei eternamente grata pelos sucessivos votos
de confianga e pelo imenso crescimento. Muito obrigada. Durante nossa convivéncia, aprendi a
buscar meus sonhos e a valorizar a importancia e a necessidade do trabalho sério e constante.
Tenho muito orgulho de ter como orientadora um exemplo de profissional, de pesquisadora e de
pessoa de grande carater.

Ao Doutor John McGrath, com quem tive a honra de conviver e aprender muito
sobre pesquisa e ética.

Ao professor Doutor Lucio Bakos, por sua imensa sabedoria que nos contagia e nos
incentiva a busca constante e incessante pelo conhecimento. Foi um enorme prazer ter a
oportunidade de conviver com uma pessoa tao sabia e gentil.

Aos professores e aos preceptores do Servico de Dermatologia do HCPA, Luiz
Fernando Bopp Muller, Isabel Kuhl, Marcia Zampese, Mirian Pargendler, Ane Maria Simdes
Pires e Marlene Weissbluth, por tudo que me ensinaram sobre Dermatologia e sobre a vida.

Ao professor e ao amigo André Cartell, por toda dedicacdo e ensinamentos em
patologia dermatologica.

A equipe da Imunologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre que gentilmente
me auxiliou na etapa de coleta e extragdo do material genético dos pacientes envolvid
projeto.

Este projeto também ndo teria sido possivel sem o auxilio técnico dos colaboradores

estrangeiros na realizag@o e na interpretagao dos exames laboratoriais.



A Trish Dopping-Hepenstal, a Catherine Jones, a Linda Ozoemena e especialmente
a Lu Liu.

A Doutora Taciana Dal’Forno Dini, que gentilmente me introduziu a sindrome de
Kindler que colaborou muito com o projeto, primeiramente atendendo os pacientes no
ambulatério de forma tdo especial e, finalmente, oportunizando que eu seguisse o0
acompanhamento dos pacientes que permitiu a realizacao do estudo clinico e molecular.

A enfermeira Déris Menegon, cujo trabalho muito admiro, pelo apoio irrestrito e
pela amizade.

Aos colegas de residéncia e amigos, Mauren Seidl, Leticia Schenato, Patricia
Salenave, Fernanda Freitag, Renato Bakos, Gislaine Ceccon, Cintia Grundler e Sandro Duarte,
pelo constante estimulo.

As secretarias Bernadete Hahmeyer e Rosane Blanguer que sempre me dispensaram
muita atencdo e carinho durante esta trajetoria.

As auxiliares e as secretdrias do Ambulatério de Dermatologia, que me acolheram
com muito carinho: Marta Sombra, Sivonia Teixeira, Madalena Teixeira, Jaqueline Karkus,
Claonice Pinto e Eliane Judeh.

Enfim, a todos os pacientes e seus familiares, que me ensinaram muito sobre a vida

e, irrestritamente, colaboraram com este estudo.



"(...) Na verdade, ndo ¢ outra coisa o que faco
nestas minhas andangas a nao ser persuadir a vos,
jovens e velhos, de que ndo deveis cuidar s6 do
corpo, nem exclusivamente das riquezas, e nem de
qualquer outra coisa antes e mais fortemente que
da alma, de modo que ela se aperfeigoe sempre,
pois ndo ¢ do acumulo de riquezas que nasce a
virtude, mas do aperfeicoamento da alma é que
nascem as riquezas e tudo o que mais importa ao
homem (...)."

Socrates (Atenas, 470 aC-399aC)



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ..

LISTA DE TABELAS .....oininininennennennennessessesscssessssssssessssssssssssssesenns
LISTA DE FIGURAS ...uuuiiniereninsnnsensanssenssesssssssssassssssasssssssssssssasssssssssses

RESUMO

SUMMARY ...
1. INTRODUCAO

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......couerumscnmmnsenssassssssssssssssessssssssassseses
2.1. Perspectiva Historica da Sindrome de Kindler ..........cccoccoeneninincnnns
2.2. ManifestagOes CHINICAS .........ceeeveeevieeiiieie ettt
2.3. Aspectos Estruturais das Alteracdes Cutaneas ...........cccceevveerveeveennnenns
2.4, IMUNOTUOTESCENCIA ...ttt
2.5. Patogénese Molecular .............coovieiiiiieniieiiecece e
2.6. Diagnostico Diferencial ..........cccooevereneninininieniiincecieecceneen
2.7, TTAtAMENTO ...euveniiriieiieiieeieet ettt ettt st st e e e

3. JUSTIFICATIVA......

4.0BJETIVOS

5. PACIENTES E METODOS

6 ARTIGO CIENTIFICO ORIGINAL — PORTUGUES ..

7. ARTIGO CIENTIFICO ORIGINAL — INGLES .
8. PERSPECTIVAS FUTURAS

ANEXOS uieieieeneneneninnnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns

08
09
10
11
12
13
15
15
18
19
21
21
23
25
30

36
56
57
67



LISTA DE ABREVIATURAS

AD: Autossomica dominante

AR: AutossOmica recessiva

BSA: Albumina bovina

CA: Cancer

CEC: Carcinoma Espino Celular

DNA: Desoxyribonucleic acid - 4cido desoxirribonucleico
EB: Epidermolise Bolhosa

OCT: Optimal Cutting Temperature - Tissueteck
PBS: Phosphate buffer solution -tampao de fosfato
PCR: Polymerase Chain Reaction

RTS: Sindrome de Rothmund Thomson

SK: Sindrome de Kindler

XP: Xeroderma Pigmentoso



LISTA DE QUADROS — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Quadro 1: Compilaga@o dos relatos de casos entre 1954 € 2000.........ccccoceveverenenceneeiennnne. 16
Quadro 2: Resumo das alteragoes estruturais na Sindrome de Kindler...............cccocoeueeeennne. 20
Quadro 3: Resumo das semelhangas e diferengas entre as fotodermatoses congénitas........ 25

TABELA DO ARTIGO CIENTIFICO - PORTUGUES

Tabela 1. Resumo das caracteristicas clinicas dos pacientes neste estudo..............ceeuvee.e.. 45

Tabela 2. Alelos de KIND 1 ancestrais associados com mutagdes patogénicas recorrentes

causadoras da sindrome de Kindler nas duas familias brasileiras........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenn... 49

TABELA DO ARTIGO CIENTIFICO - INGLES

Table 1. Haplotype analysis for single nucleotide polymorphisms in the KINDI gene associated

with the mutation C.676INSC. ... oottt 64



LISTA DE FIGURAS DO ARTIGO CIENTIFICO - PORTUGULS

Figura 1. Heredograma das familias com SK deste estudo...........cccceceevueneniencnencncncnnne 44
Figura 2. Caracteristicas clinicas dos casos de SK neste estudo..........cccceeevvevveecriereenneenen. 45
Figura 3. Microscopia eletronica mostrando reduplicagdo da lamina densa ....................... 47
Figura 4. Imunofluorescéncia de pele afetada com anticorpos anti-membrana basal........... 47
Figura 5. A mutagdo 676 insC no exon 5 das familias brasileiras ............cccceeeveerenenenennens 48

LISTA DE FIGURAS DO ARTIGO CIENTIFICO - INGLES

Figure 1. (A) Brazilian pedigree with Kindler syndrome. (B) Clinical features of Kindler
syndrome in this Brazilian Family ... 62

Figure 2. (A) Sequencing of genomic DNA from affected individuals in Family 1 and Family 2
reveals homozygous insertion of a cytosine at position 676 in exon 5 of the KINDI gene,
¢.676insC (arrows). In control DNA, there are 7 instead of 8 cytosine nucleotides. (B)
Sequencing of two single nucleotide polymorphisms within intron 4 of the KINDI gene
(IVS4+8T/C and 1VS4 +34C/T) reveals heterozygosity for both polymorphisms in individuals

from Family 1 but nucleotide homozygosity in the one affected individual in Family 2...... 63



RESUMO

Introdugdo: A Sindrome de Kindler ¢ uma doenga autossdmica recessiva que se caracteriza por
surgimento de bolhas acrais na infincia que diminuem com o passar dos anos,
fotossensibilidade, poiquilodermia persistente e progressiva e atrofia cutanea. Desde o primeiro
relato, mais de 100 casos ja foram descritos, mas a associacdo com Poiquilodermia
Acroceratotica e Epidermolise Bolhosa tem freqiientemente dificultado o diagnostico. Exames
moleculares nunca foram realizados em paciente brasileiros com Sindrome de Kindler.
Objetivos: O objetivo deste estudo ¢ a identificagdo de alteragdes genéticas e estruturais nos
pacientes com Sindrome de Kindler do sul do Brasil. Pacientes e métodos: Este estudo ¢ uma
série de casos de sete pacientes acompanhados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre durante
o periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2005. Os pacientes com SK foram examinados
clinicamente e o registro foi realizado em um questiondario estruturado. As amostras de pele e
sangue foram coletadas ap6s consentimento informado com a aprovacao pelo comité de ética.
Resultados: Os achados clinicos mais consistentes para o diagnostico foram bolhas na infancia,
fotossensibilidade e poiquilodermia. A ocorréncia de carcinomas de pele ndo melanomas em
dois pacientes jovens sugere que a SK pode ser um fator de risco no desenvolvimento de
malignidades cutaneas. Uma mutacdo no exon 5 foi identificada nas duas familias distintas que
apos o heredograma mostraram ter parentes em comum que vieram da mesma regido da Italia
ha trés geragdes. Conclusoes: Estes achados sdo muito importantes para a descricdo de uma
sindrome tipicamente caracterizada e para incrementar a estratégia de detecg¢do. A elucidagao
das mutagdes existentes ¢ igualmente importante para o desenvolvimento de novos tratamentos
e manejos dos pacientes afetados.

Palavras-chave: bolha, citoesqueleto, genodermatose, fotossensibilidade, poiquilodermia.



SUMMARY

Background: Kindler syndrome (KS) is a rare autossomal recessive disease characterized by
acral bullae in infancy that diminished with time, photosensitivity, persistent progressive
poikiloderma and severe cutaneous atrophy. Since the first report more than 100 cases have
already been described but the association with acrokeratotic poikiloderma and epidermolysis
bullosa has often misled the diagnosis. The molecular study of Brazilian patients with Kindler
syndrome was never performed.

Objectives: To asses the clinical features and the molecular basis of KS in patients from South
Brazil and to examine molecular evidence for a mutation.

Patients and methods: This study is a series of seven patients atending to Hospital de Clinicas
de Porto Alegre during the period of January 2004 to December 2005. The KS affected
individuals were examined clinically and a structured recording sheet was completed. Blood
and skin samples were collected after informed consent and with the Ethics committee
approval.

Results: The most consistent clinical signs for a diagnosis were blisters in childhood,
photosensitivity and poikiloderma. The occurrence of non-melanoma skin cancers in two of the
affected individuals at a relatively young age suggests that patients with KS may be prone to
cutaneous malignancy. A mutation in exon 5 was identified in the two distinct families that after
family tree showed to have relatives in common that came from the same region in Italy more
than three generations ago.

Conclusions: These findings are very important to report a rare but well characterized syndrome
and to increment detection strategies. The elucidation of the existent mutations is equally
important in the developing of new treatments and in the management of the affected patients.

Key words: blister, cytoskeleton, genodermatosis, photosensitivity, poikiloderma.
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1. INTRODUCAO

A SK ¢ uma doenga rara de heranca autossomica recessiva que foi descrita em 1954
por Theresa Kindler. (Kindler 1954) Caracteriza-se por lesdes bolhosas na infancia, seguidas
por fotossensibilidade e poiquilodermia progressiva. A microscopia eletronica das areas
afetadas revela reduplicacdo da membrana basal e varios niveis de clivagem na juncdo dermo-
epidérmica. As bases genéticas da SK foram recentemente elucidadas e envolvem mutacdes
com perda de fun¢do em um novo gene, KINDI1, codificador da proteina kindlinl.(Jobard et al
2003; Siegel et al 2003) Estudos de biologia celular, expressdo génica e imunofluorescéncia,
demonstraram que a proteina kindlinl é expressa principalmente nos queratindcitos basais e
participa na adesdo do citoesqueleto da actina, via contatos focais, & matriz extracelular. Logo, a
Sindrome de Kindler ¢ a primeira genodermatose causada por um defeito na ligagdo actina-
matriz extracelular. (Siegel et al 2003; Ashton et al 2004).

Apesar da sindrome ser clinica e estruturalmente caracterizada, os achados ndo sao
patognomonicos, tornando o diagndstico preciso muito dificil. A partir de um diagndstico
clinico, realizou-se a revisao de outros possiveis casos atendidos no Servigo de Dermatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, tendo sido identificados onze pacientes com diagnostico
clinico compativel com SK.

A diferenciagdo clinica e morfoldgica da Sindrome de Kindler de outras doengas
raras pode ser dificil causando muita confusdo no estabelecimento de um diagnéstico preciso.
(Has et al 2004) O fendtipo da sindrome muda com a idade e pode lembrar diferentes
genodermatoses em diferentes momentos durante a vida do paciente afetado. O diagnostico
diferencial da sindrome ¢ um aspecto crucial para o entendimento das manifestagdes clinicas e
deve incluir: Poiquilodermia Congénita (Sindrome de Rothmund-Thomson), Poiquilodermia
Acroqueratotica Hereditaria (Sindrome de Weary), Poiquilodermia Esclerosante Hereditaria,

Xeroderma Pigmentoso, Disqueratose Congénita, Dermatopatia Pigmentosa Reticularis,
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Sindrome de Bloom, Doeng¢a de Fanconi, Sindrome de Mendes da Costa, Incontinéncia
Pigmentar (Tipo Bloch- Sulzberger), Sindrome de Franceschetti-Jadassohn, Sindrome de
Degos-Touraine e Epidermolise Bolhosa. (Maleville et al 1982; Forman et al 1989; Weary et al
1971) Mesmo apos a realizagdo de exame anatomo-patologico e imunofluorescéncia com
anticorpos contra a membrana basal, o diagnostico de SK ¢ dificil.

Logo, a caracterizacdo precisa das possiveis mutagdes € importante para incrementar
as estratégias de detec¢do e fornecer um diagnostico acurado para que as familias possam
receber manejo adequado. A elucidagdo das mutagdes existentes ¢ igualmente importante para o
desenvolvimento de novos tratamentos, incluindo a terapia génica. (Krunic et al 1997,

Lanschuetzer et al 2004)
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Perspectiva historica da Sindrome de Kindler

Em 1954, Theresa Kindler descreveu um quadro cutaneo atipico em uma garota de
14 anos. Desde o nascimento, a paciente apresentava formacdo de bolhas acrais e
fotossensibilidade que regrediram com o tempo. A paciente evoluiu com poiquilodermia
progressiva, inicialmente nas areas fotoexpostas se estendendo depois as areas ndo expostas,
atrofia intensa e pele com aspecto papel de cigarro no dorso dos pés € maos. A menina
apresentava ainda gengiva edemaciada e hemorrégica, sinéquias entre o segundo e terceiro
dedos dos pés e palmas e plantas hiperceratdticas e fissuradas. A autora sugeria que seu caso
poderia se tratar de superposicdo de epidermolise bolhosa com poiquilodermia congénita ou
uma nova sindrome. (Kindler 1954)

Em 1971, Weary et al. relataram uma doenca de heranca autossdmica dominante
que afetava 10 membros de uma familia com as principais manifestagdes descritas por Kindler
anteriormente. Os pacientes de Weary também apresentavam eczema generalizado e papulas
ceratoticas nas extremidades. A sindrome foi denominada de poiquilodermia hereditaria
acroqueratotica. (Weary et al 1971) Desde entdo, alguns autores acreditavam que a Sindrome de
Kindler consistia em uma moléstia distinta, enquanto outros pensavam se tratar de uma variante
da sindrome de Weary, a denominando de Poiquilodermia Acroqueratdtica Hereditaria e
Bolhosa de Weary-Kindler. Inclusive, foi sugerida a possibilidade de sobreposi¢do das duas
sindromes. (Bordas et al 1982; Kapasi et al 1993; Krunic et al 1997) Ambas as sindromes
cursam com bolhas na infancia, poiquilodermia progressiva e periodontoses. Entretanto elas

possuem inumeras caracteristicas distintas. Enquanto a SK ¢ autossdmica recessiva a Sindrome
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de Weary ¢ autossdmica dominante e ainda apresenta eczema generalizado e auséncia de
fotossensibilidade. (Bruyneel-Rapp et al 1996)

Mais de 350 genodermatoses ja foram caracterizadas em nivel molecular. Estes
novos conhecimentos proporcionam informagdo mais detalhada para os pacientes, permitem a
realizacdo de diagndsticos com maior acurdcia e auxiliam na melhora do aconselhamento
genético. A Sindrome de Kindler (OMIM173650) ¢ uma genodermatose extremamente rara de
heranga autossdmica recessiva. As suas bases genéticas permaneceram um mistério por muitos
anos, até que em 2003 dois grupos relataram a identificacdo de mutagdes em uma nova
proteina, nomeada subseqiientemente de Kindlin 1, codificada pelo gene KINDI. Até hoje ja
foram determinadas 25 diferentes mutagdes no KIND1 em 41 familias de diferentes partes do
mundo. Mais de 100 casos ja foram descritos e estdo listados no quadro 1, mas até a presente
data, nenhuma familia brasileira foi estudada. A identificacio de mutagdes recorrentes ¢
extremamente relevante na elaboragdo das estratégias de detec¢do em pacientes com sindrome

de Kindler de diferentes nacionalidades.

Quadro 1: Compilacao dos relatos de casos entre 1954 ¢ 2006

Heranca | Nacionalidade | Idade | Sexo | LM | EM | IMF
Kindler,1954 AR/S / 14 F + - -
Salamon et al, 1966 AR+C / 15 M + - -
Pinol Aguade et al,
1978
Alper et al, 1978 AR/S / 50 M + - -
Person and Perry, 1979 / 14 M - - -
Bordas et al, 1982 AR/S / 26 M + - -
Maleville et al,1982 Franca 6 F + + +
Verret et al, 1984 AR+C Franca 20 M + + -
Blanchet-Bardon et al, | AR/S Tugoslavia 6 M + + -
1985
Hacham-Zadeh and | AR+C Curdos 19 F + - -
Grfunkel, 1985
Forman et al, 1989 AR/S Estados Unidos | 11 M + + +
4 F - - -
Hovnanian et al.,1989 | AR+C / 13 M + + -
Shimamoto et.al, 1989 |/ / / / - - -
Szczerba et al., 1994 / / / / - - -
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Ban et al., 1996 AR+C Japao 46 M - + +
Bruyneel-Rapp et al., | AR/S Estados Unidos | 13 M + -
1996
Wiebe et al., 1996 AR/S / 16 F - - -
Haber and Hanna, | AR/S / 21 M + + +
1996 AR/S / 24 M - - -
Patrizi et al., 1996 AR+C / 6 F + + -
Krunic et al., 1997 AR/S / 15 M + -
Ricketts et al.,1997 AR+C Paquistao 29 F + - -
AR+C Paquistao 19 M - - -
Shimizu et al., 1997 AR+C Japao 38 F - + +
AR+C Japao 46 M - + +
Couwenberg et al., |/ / / / - - -
1998
Senturk et al.,1999 AR/S / 11 F + + -
Wiebe and | AR+C Afeganistao 16 F + + +
Larjava,1999
Suga et al.,2000 AR+C Japao 25 F + + +
Binder et al, 2002 AR+C / 18 F + + +
Al Aboud et al.,2002 AR+C Arabia Saudita | 21-30 | IF - - -
AR+C 6-21 |[3M |- - -
2F
M
Yasukawa et al.,2002 | AR/S Japao 18 M - + +
Chimenos-Kustner et | AR/S / 51 F + + +
al., 2003
Sharma et al., 2003 AR+C India 21 M [+ - -
india 24 M + - -
Ashton et.al, 2003 AR+C / / M/F |+ + +
Penagos et al., 2004 AR+C Panama 7-46 | M/F | + + +
Thomson et al., 2006 AR+C Paquistao / M/F |+ + +
Has et al., 2006 AR Italia / M/F |+ + +

Quadro 1. Revisao dos relatos de casos entre 1954 ¢ 2006 AR/S — autossomica
recessiva ou esporadica; AR/C — autossdmica recessiva com consangliinidade; LM microscopia
otica; EM microscopia eletronica; IMF imunofluorescéncia; / desconhecido; M Masculino; F

feminino

2.2. Manifesta¢oes Clinicas
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A caracteristica inicial da Sindrome de Kindler é inducdo traumatica de bolhas na
primeira infancia e fotossensibilidade. A auséncia de outras manifestagdes tipicas nos primeiros
anos de vida geralmente leva a dificuldade ou atraso na defini¢cdo do diagnostico. Com o passar
dos anos ocorre uma diminuicdo, até parada completa, na formagdo de bolhas e da
fotossensibilidade enquanto a poiquilodermia progride nas areas fotoexpostas, associada a
atrofia cutanea. A recorréncia de bolhas acrais na quinta década de vida ja foi descrita, contudo
ndo ¢ comum seu aparecimento na SK. (Ban et al 1996)

Anormalidades ungueais, sinéquias nos dedos dos pés e maos, inflamagao cronica da
mucosa oral, denti¢do comprometida, ceratoses seborreicas, hiperceratose nas palmas e plantas,
bandas escleroticas e pseudoainhum sdo também observados. (Krunic et al 1997; Hacham-
Zadeh et al 1985; Al et al 2002, Thomson et al 2006)

Existem manifestacdes sistémicas da sindrome, especialmente o trato respiratorio,
urinario e gastrintestinal nos pacientes afetados. A ocorréncia de estenoses na laringe, uretra,
esofago e anus, ectropio e fimose devem-se ao fato das mucosas também serem suscetiveis a
formagao de bolhas, resultando em fibrose cicatricial. (Forman et al 1989; Penagos et al 2004)
A ocorréncia de malformagdes esqueléticas e oculares foi recentemente descrita por Sharma et
al.(Sharma et al 2003)

Como parte das complicagdes tardias da SK existe a hipotese da associagdo a
predisposicdo para neoplasias malignas uma vez que a paciente descrita por Alper et al.
desenvolveu carcinoma espinocelular no labio inferior e carcinoma de bexiga e a paciente de
Lotem et al. desenvolveu carcinoma espinocelular no palato. Também foram relatados casos
que desenvolveram carcinoma espinocelular no polegar, osteoma no cranio e tumor de Wilms.
(Alper et al 1978; Lotem et al 2001)

2.3. Aspectos Estruturais das Alteracdes Cutineas
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O nivel de formagdo da bolha na Sindrome de Kindler ndo foi bem caracterizado
estruturalmente uma vez que as bolhas cessam com o passar dos anos e, na maior parte das
vezes, quando o paciente ¢ atendido, j4 ndo as possui mais. Por esta razdo existe muita
variabilidade nos achados estruturais de diversos estudos conforme demonstra o quadro 2. A
microscopia eletronica € a técnica ultraestrutural mais til para o diagnostico de SK na infancia,
apesar de ndo ser patognomonica. Apos os primeiros anos de vida, com o cessamento na
ocorréncia de bolhas o diagnoéstico ¢ mais dificil. Assim, o exame ultraestrutural ¢
extremamente util na tentativa de se fechar o diagnoéstico.

Muitos estudos testaram diferentes marcadores da membrana basal com o objetivo
de descobrir a proteina envolvida na sindrome de Kindler. O primeiro estudo completo de
microscopia eletronica realizado em pele afetada com SK foi realizado por Verret et al em
1982. Este estudo demonstrou espagos entre os melanocitos da derme papilar, proliferacao da
lamina densa, derme papilar e clivagem dermo-epidérmica abaixo dos queratindcitos basais,
com a lamina densa no assoalho da bolha. (Verret et al 1982)

O segundo estudo que auxilia no entendimento ultraestrutural da sindrome foi
realizado por Forman et al ¢ Hovnanian et al em 1989. Os autores demonstraram atrofia
epidérmica, retificacdo, vactiolos ao longo da juncdo dermo-epidérmica, incontinéncia
pigmentar, reduplicagdo da membrana basal, acantdlise focal entre e logo abaixo dos
queratindcitos basais. Hemidesmossomos, desmossomos, tonofilamentos, filamentos de
ancoragem e fibrilas de ancoragem ndo mostraram alteracdo. (Forman et al 1989; Hovnanian et
al 1989) Muitos outros estudos documentaram caracteristicas semelhantes aumentando a
confianca no estudo ultraestrutural como ferramenta diagnostica na Sindrome de Kindler.(Suga
et al 2000; Wiebe et al 1999; Shimizu et al 1997; Prendiville el al 1990; Person el al 1979;
Blanchet-Bardon 1990; Senturk et al 1999; Haber et al 1996) As caracteristicas mais
consistentes na literatura s3o reduplicacdo da membrana basal e descontinuidade na juncao

dermo-epidérmica, um achado também encontrado em outra genodermatose chamada de lipoido
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proteinose. (Hamada et al 2002) A segunda caracteristica ultraestrutural mais significativa na

pele dos pacientes com Sindrome de Kindler ¢ a presenga de multiplos planos de clivagem que

parece ocorrer somente na SK. Na SK podem ocorrer multiplas clivagens dentro da camada dos

queratindcitos basais e/ou na lamina licida, presenca de numerosos melanofagos, alteracdo do

colageno e das fibras elédsticas na derme papilar, assim como reduplicacdo extensa da lamina

densa. (Shimizu et al 1997; Patrizi et al 1996; Lanschuetzer et al 2004)

Quadro 2: Resumo das alteragdes estruturais na Sindrome de Kindler

Reduplicagao Clivagem Clivagem nos | Clivagem Lise ao redor

da lamina l§0b. a queratindcitos | naliamina | de fibroblastos

densa amina basais lucida e melanocitos

densa
Verret, 1984 + + - - +
Blanchet-Bardon, | - + + - -
1985
Forman, 1989 + + + + +
Hovnanian, 1989 | - + + + +
Ban, 1996 - + - + -
Patrizi, 1996 + - + + -
Haber, 1996 + - + - -
Shimizu, 1997 + + + + +
Senturk, 1999 - + + + -
Wiebe, 1999 | - - - + -
(oral)

Suga, 2000 + + + -
Binder, 2002 + + - - +
Yasukawa, 2002 | + + - + -
Chimenos + - - - -

Kustner, 2003

2.4. Imunofluorescéncia

Por muito tempo, devido a coloragdo anormal do coldgeno VII na derme dos

pacientes com SK e densa reduplicagdo da ldmina densa, o diagndstico da sindrome foi

confundido com Epidermolise Bolhosa Distréfica nos estudos de imunofluorescéncia. No
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entanto o gene do colageno VII, COL7Al foi excluido como candidato para SK em 1997.
(Shimizu et al 1997) Recentemente a proteina envolvida na sindrome de Kindler foi elucidada e
foi desenvolvido um anticorpo especifico para marca¢do dessa proteina, o antikindlin-1 que
aparece nos cortes controles e esta ausente na pele afetada com SK. A imunofluorescéncia com
este novo anticorpo representa um teste diagnostico novo e Util na abordagem dos casos
suspeitos de Sindrome de Kindler. (Ashton et al 2004)

Com a identificagdo da Kindlinl como a proteina alvo na SK, tornou-se possivel a
realizagdo da técnica de imunofluorescéncia, especifica e discriminatdria, utilizando o anticorpo
anti-kindlinl. A imunofluorescéncia da pele normal (controle) revela uma coloragdo brilhante
na epiderme, especialmente nos queratindcitos basais € ao longo da jun¢do dermo-epidérmica.
Em contraste, na pele com Sindrome de Kindler, ha uma reducao acentuada, e em alguns casos

auséncia completa, da coloragdo. (Siegel et al 2003)

2.5. Patogénese Molecular

A Sindrome de Kindler ¢ a primeira moléstia de fragilidade cutanea a ser causada
por mutacdes numa proteina envolvida no complexo de ligacao do citoesqueleto da actina com
a matriz extracelular. (Ashton et al 2004) A estrutura e a distribui¢do da Kindlinl dentro dos
queratindcitos sugerem um papel na adesdo celular, mas também envolvimento na sinalizagdo
celular, morfogénese, migracao e diferenciacdo celular. (Siegel et al 2003)

Na tentativa de identificar o gene da Sindrome de Kindler, foram coletadas amostras
de DNA e realizada a andlise gendmica de grandes familias consangiiineas de diversas
localizagdes geograficas. Jobard et al. identificaram, através de mapeamento homozigotico, o
locus da doenga como a regido de 834 Kb entre os marcadores D20S905 ¢ D20S192 no

cromossomo 20p12. 3 em pacientes do norte da Africa, descendentes de Senegaleses e
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Argelinos. (Jobard et al 2003) Este 16cus foi confirmado e posteriormente refinado por Siegel et
al para uma regido de 280 Kb em pacientes do Panama, Estados Unidos, Itdlia, Oman, Jordania,
Aréabia Saudita, Afeganistdo, Paquistdo e Japao. (Siegel et al 2003) O intervalo critico de 280
Kb contém seis diferentes genes, mas as mutacdes que envolviam perda de fungdo foram
encontradas por ambos os grupos no gene FLJ20116, renomeado de KINDI. Este gene ocupa
48.5Kb do genoma humano, tem sua expressdo aumentada nos queratindcitos, colon, rim e
placenta e codifica uma proteina de 677 aminoacidos com um peso molecular de 77,3kDa.
(Siegel et al 2003; Jobard et al 2003) Até a presente data ja foram identificadas 25 mutagdes de
perda de fungdo em pacientes com Sindrome de Kindler, todas elas envolvidas em ablagdo ou
grande redugdo na expressao da proteina Kindlinl. (Ashton 2004; Ashton el al 2004) As bases
da fotossensibilidade, da poiquilodermia e do risco aumentado para malignidades mucocutaneas
aguardam elucidagdo. Estudos de interagdo protéica e experimentos em biologia celular devem

auxiliar na resolu¢do destas questdes. (McGrath 2004)

2.6. Diagnéstico Diferencial

A diferenciacdo clinica e morfologica da Sindrome de Kindler de outras doencas
raras pode ser dificil causando muita confusdo no estabelecimento de um diagnéstico preciso.
(Has et al 2004) Como o fenotipo da sindrome muda com a idade, lembra diferentes
genodermatoses, em diferentes momentos durante a vida do paciente afetado. Quando a pele
torna-se poiquilodérmica e atrofica, emerge um fendtipo muito semelhante ao da
poiquilodermia congénita associada a fotossensibilidade. O diagndstico diferencial da sindrome

¢ um aspecto crucial para o entendimento das manifestagdes clinicas e deve ser considerado
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quando se realiza o exame estrutural por Microscopia Eletronica e Imunofluorescéncia na pele
afetada. A dermatose mais freqiientemente confundida com Sindrome de Kindler ¢ a
Epidermolise Bolhosa Distrofica, por causa das semelhangas clinicas como o surgimento de
bolhas acrais induzidas por trauma na infancia seguidas por atrofia cutanea, sinéquias, distrofia
ungueal, estenoses uretrais e do trato gastrintestinal. Mesmo apds a imunofluorescéncia com
anticorpos contra a membrana basal, o diagnostico de sindrome de Kindler ¢ dificil. Entretanto
caracteristicas clinicas que diferenciam EB de SK incluem a diminui¢do no surgimento de
bolhas que ¢ substituida por poiquilodermia progressiva e persistente na Sindrome de Kindler,
enquanto os pacientes com Epidermdlise Bolhosa permanecem com fragilidade cutanea por
toda a sua vida e usualmente ndo desenvolvem alteragdes pigmentares extensas. As duas
sindromes estdo associadas com taxa aumentada de cancer cutaneo (CA) , mas os riscos de
carcinoma espino celular (CEC) sdo maiores na Epidermolise Bolhosa Distrofica. (Malipeddi
2002) Na analise por microscopia eletronica a maior semelhanga entre as sindromes ¢ o plano
de clivagem abaixo da lamina densa. Na epidermolise bolhosa hé defeito nas fibrilas de
ancoragem e uma importante redugdo ou até mesmo auséncia dessas estruturas que podem ser
evidenciadas em magnificacdo alta. (Christiano et al 1996) Em contrapartida, na sindrome de
Kindler encontram-se caracteristicas tinicas como os planos de clivagem alternativos, entre os
queratindcitos basais, dentro da lamina lucida, reduplicagdo vasta da lamina densa na derme e
lise na matriz do coldgeno extracelular na derme principalmente ao redor dos fibroblastos e
melanécitos. Na auséncia de um teste diagnostico definitivo para SK, muitas vezes se
relacionam outras condi¢des que cursam com poiquilodermia congénita e fotodermatoses por
causa das semelhangas clinicas. As manifestagdes clinicas vistas na SK, Rothmund Thompson,
sindrome de Bloom e Werner que causam problemas na defini¢do de um unico diagnostico
incluem fotossensibilidade, poiquilodermia e telangiectasias. Entretanto outros achados
divergem do quadro clinico da SK. Logo, na busca de diagnosticos diferenciais se deve incluir

as seguintes condi¢des: Poiquilodermia Congénita (Sindrome de Rothmund-Thomson),
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Poiquilodermia Acroqueratotica Hereditaria (Sindrome de Weary), Poiquilodermia Esclerosante
Hereditaria, Xeroderma Pigmentoso, Disqueratose Congénita, Dermatopatia Pigmentosa
Reticularis, Sindrome de Bloom, Doenc¢a de Fanconi, Sindrome de Mendes da Costa,
Incontinéncia Pigmentar (Tipo Bloch-Sulzberger), Sindrome de Franceschetti-Jadassohn,

Sindrome de Degos-Touraine e Epidermolise Bolhosa.(Weary et al 1971;Maleville et al 1982;

Forman et al 1989)

O quadro 3 resume as semelhancas e as diferencas entre as fotodermatoses

congeénitas.

O diagndstico da Sindrome ¢ clinico, mas avangos na investigacdo laboratorial

descritos previamente auxiliam na caracterizagao precisa da Sindrome aumentando a acuracia

do diagnéstico.

Quadro 3: Resumo das semelhangas e diferencas entre as fotodermatoses congénitas

SK Weary | RTS Bloom XP
Heranca AR AD AR AR AR
Bolhas acrais ++ + + - -
Eritema/fotossensibilida | ++ - + ++ ++
de
Poquilodermia ++ ++ ++ ++ ++
Telangiectasias + - ++ ++ ++
Atrofia cutdnea ++ - + - ++
Anormalidades na | + - - - -
mucosa
Envolvimentos dos | + - ++ - -
anexos
Queratose  palmo - |+ ++ - - -
plantar
Eczema - ++ - - -
Estenose + - - - -
Risco para CA Cutaneo | - Cutaneo Vérios Cutaneo
Outras Sinéquias Catarata Nanismo Disturbios
Ectropio Hipogonadismo | Infertilidade neurologicos e
Fimose Defeitos 6sseos | QI baixo oftalmologicos
Imunodeficiéncia
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Legenda: SK — Sindrome de Kindler; Weary — Poiquilodermia Acroqueratética Hereditaria;
RTS- Sindrome de Rothmund Thomsom; Bloom — Sindrome de Bloom; XP- Xeroderma
Pigmentoso.
2.7. Tratamento

O tratamento da Sindrome de Kindler ¢ basicamente sintomatico e preventivo. O uso
de emolientes e foto protetores ¢ de grande importancia. Igualmente necessarios sdo os
antibidticos administrados conscienciosamente para o controle das infecgdes secundarias. A
fisioterapia pode auxiliar na prevencdo das limitagdes articulares e psicoterapia pode ser
necessaria devido ao prejuizo cosmético. Intervencdes cirdrgicas, para correcao de restri¢des,
podem ser necessarias assim como a utilizagdo de proteses dentarias devido a perda precoce dos
dentes (Forman et al 1989; Al et al 2002; Binder et al 2002; Ad-El et al 2003) A evolucao do
conhecimento e a busca por causa especificas da Sindrome de Kindler proporcionam um ponto

de partida para o desenvolvimento de novos tratamentos, incluindo a terapia génica.

3. JUSTIFICATIVA

As bases genéticas da sindrome de Kindler permaneceram desconhecidas até que em 2003 dois
grupos relataram a identificagdo de mutagdes em uma nova proteina. Estes novos
conhecimentos proporcionam informacdo mais detalhada para os pacientes, permitem a
realizacdo de diagnosticos com maior acuracia e auxiliam na melhora do aconselhamento
genético J4 foram determinadas 25 diferentes mutagdes nos genes em 41 familias de diferentes
partes do mundo, mas, nenhuma familia brasileira foi estudada.

A caracterizagdo precisa das possiveis mutacdes ¢ importante para incrementar as estratégias de
detec¢do e fornecer um diagnostico acurado para que as familias possam receber manejo

adequado. A elucidagdo das mutacdes existentes ¢ igualmente importante para o
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desenvolvimento de novos tratamentos, incluindo a terapia génica. (Krunic et al 1997,

Lanschuetzer et al 2004)

4. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Estudar e identificar as alteracdes genéticas e estruturais em pacientes com

diagnostico de Sindrome de Kindler atendidos ou identificados no Servico de Dermatologia do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Objetivos Especificos:

1.

2.

Estabelecer heredograma dos casos afetados.

Realizar um registro acurado dos fenétipos clinicos e complicagdes.

Estudar e descrever as alteracdes estruturais das amostras.

Estudar as amostras utilizando técnica imunofluorescéncia para proteinas da
membrana basal.

Identificar muta¢des que possam estar relacionadas com a Sindrome de Kindler.
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5. PACIENTES E METODOS

Delineamento:

Série de casos.

Pacientes:
Pacientes com diagnoéstico de Sindrome de Kindler avaliados pela equipe do Servigo
de Dermatologia (casos avaliados no Ambulatério de Dermatologia, nas consultorias

dermatologicas e registrados nas internagdes) de janeiro de 2004 até dezembro de 2005.
Critérios de Inclusio:
Pacientes com diagnostico clinico de Sindrome de Kindler identificados no Hospital

de Clinicas de Porto Alegre até o ano de 2005 que concordaram em participar do estudo.

Critérios de Exclusao:

Pacientes que, por qualquer razao, ndo concordaram em participar do estudo.

Consideracoes Eticas:
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1. O projeto foi aprovado pelas Comissdes de Etica e Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: o paciente foi detalhadamente
informado do curso, objetivo e intervencdes da pesquisa. Apos, foi oferecida a
oportunidade de participar do estudo e solicitada a validagdo deste aceite através
de assinatura em um termo de consentimento livre e esclarecido tanto para a
realizagdo do exame dermatoldgico, coleta de sangue e biopsias, quanto para a

documentacao fotografica das lesdes dermatologicas (anexo 2).

Logistica:

Apo6s o diagnostico clinico de Sindrome de Kindler, o paciente e seus familiares
foram convidados a participar deste estudo. Com a validagdo do termo de consentimento
informado, foi realizado o primeiro exame dermatologico completo e os dados registrados em

ficha clinica individual conforme o modelo do Anexo 1

Exame clinico:

O exame dermatoldgico completo foi realizado por uma tUnica examinadora (Dra.
Beatriz Castellar de Faria Martignago) e sob orientacdo (Dra. Tania Cestari ¢ Dr. John
McGrath) com registro em ficha clinica individual conforme o modelo do anexo 1.
As lesdes foram fotografadas com maquina digital, mantendo-se o registro em arquivo
individualizado pelo nome do paciente, data da fotografia e com descricdo dermatologica

detalhada.

Extraciao do DNA:
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Foi retirado 10 ml por paciente, colocado em tubo com EDTA e o DNA foi extraido
por técnica de salting out descrita previamente por Nasiri H et al emm 205 e resumida abaixo.
(Nasiri et al 2005)

- Plaquetas e leucdcitos nucleados foram obtidos apds centrifugacdo do sangue
anticoagulado em EDTA e recolocados em suspensao em 15 ml de polipropileno, adicionando-
se 3 ml de tampao para lise ( 10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl e 2 mM Na2 EDTA, pH 8,2).

- O lisado de células foi digerido durante noite a 37° Celsius com 0,2 ml de lauril
sulfato de sodio a 10% e 0,5 ml de protease K (1 mg de protease K em lauril sulfato de sodio a
1% e 2 mM de Na2EDTA).

- Apds a digestdo estar completa foi adicionado 1 ml de NaCl saturado
(aproximadamente 6 M)e sacudido vigorosamente por 15 segundos, seguido de uma
centrifugacao de 2500 rpm por 15 minutos.

- As proteinas precipitadas sdo deixadas na parte inferior do tubo e o sobrenadante
contendo o DNA ¢ transferido para outro tubo com 15 ml de polipropileno.

- Foi adicionado 2 volumes de etanol 100% em temperatura ambiente e o tubo foi
invertido diversas vezes ate 0 DNA precipitar.

- O DNA precipitado foi removido com uma pipeta de pléstico e transferido para um
tubo que contém tampao(10mM Tris-HCI, 0,2 mM Na2EDTA, pH7,5). O DNA permaneceu na

solugdo por 2 horas em temperatura ambiente para se dissolver e foi armazenado a 4 © Celsius.

Deteccao da Mutacio:

Apoés a extracdo, o DNA foi enviado para o St John’s Institute of Dermatology,
Genetic Skin Research Group, St Thomas’ Hospital, Londres, Inglaterra onde foi realizado o
seqiienciamento para analise genética em busca de mutagdes, conforme os seguintes passos

principais:
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- O DNA extraido foi amplificado por PCR contendo 50 microlitros. As condi¢des
para amplificacdo foram 95° Celsius 5 minutos, seguidas de 35 ciclos de 95° Celsius por 45
segundos, 58° Celsius por 45 segundos e 72° Celsius por 45 segundos. Partes do produto do
PCR foram examinadas em gel de agarose a 2%, utilizando analise hetroduplex para identificar
exons que contivessem variagdo no seqiienciamento.

- A outra parte do PCR foi purificada utilizando o kit de purificacio QIAquick PCR
(Qiagen Ltd. Crawley, West Sussex, Reino Unido) previamente ao seqiienciamento de todos os
15 exons, que iniciava antes do inicio da codificagdo, para que mais tarde fosse realizada a
analise dos haplétipos envolvidos nos genes e que pudéssemos acessar os diferentes
polimorfismos. O seqiienciamento foi realizado pelo ABI 310 Genetic Analyser usando Big
Dye v3.0 Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Warrington, Cheshire).

- Pares de primers intronicos foram utilizados para cobrir todos os exons para
rastreamento de mutagdes no material genético dos nossos pacientes. Cada primer foi
desenvolvido para comegar nos 50 pares de base intronicos antes do inicio da codificacdo
proteica(exon), para permitir amplificagdes das seqiiéncias doadoras e receptoras. Primers do

DNA podem ser visualizados no anexo 3.

Microscopia otica:
A microscopia 6tica foi realizada no Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre de acordo com a rotina e avaliado pelo Professor André Cartell

Microscopia eletronica:

Para a microscopia eletronica, o fragmento de pele foi retirado do fixativo e lavado
trés vezes com tampao de fosfato (PBS) a 0,1 M, cada vez por 15 minutos em temperatura
ambiente. Apos, foi secundariamente fixado em tetroxido de 6smio a 1,3% por 2 horas antes da

desidratagdo por 15 minutos em etanol a 50%, corado com acetato de uranil a 2% em etanol a
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50% por 1 hora e desidratado em etanol em concentragdes de 50%, 70%, 95% e trés vezes a
100%, cada uma por 15 minutos. A pele foi entdo incubada duas vezes em 6xido de propileno
por 15 minutos e transferida para solucaol:1:oxido de propileno:resina por 1 hora, recolocada
em solucaol:3 6xido de propileno:resina e deixada sem cobertura até a evaporagao do etanol. A
solugdo de o6xido de propileno:resina foi entdo substituida por moldes com resina fresca,
etiquetada e polimerizada por 60° Celsius por 16 horas. As se¢des de 60-90 nandmetros foram
cortadas por um ultramicrétomo e visualizadas por um microscopio eletronico (JEOL TEM
100CX). A interpretacdo da imagem foi realizada pela equipe treinada do laboratério em busca

de alteragdes estruturais da membrana basal da pele.

Imunofluorescéncia:

A amostra reservada para imunofluorescéncia foi fixada em meio Michel (sulfato de
amonio, maleimido de N-etil e sulfato de magnésio em solucdo tamponada de citrato),
imediatamente apds a retirada e mantida até o processamento. Nesta etapa a amostra foi retirada
do meio de Michel, embebida em Tissueteck (OCT) e congelada em nitrogénio liquido. Seccdes
de 5 micrometros de pele foram cortadas dos bloco de OCT em criostato (Bright Ltd.) e
colocadas em laminas de vidro, que também continham sec¢des de pele-controle. Os cortes
foram secos ao ar por 10 minutos e desenhados anéis ao seu redor dos cortes usando uma
caneta preta para melhor delimitagdo. As sec¢des foram entdo lavadas em PBS por 10 minutos
em temperatura ambiente para remover o OCT, incubadas em soro de cabra a 33% em PBS
com 3mg/ml de albumina bovina (BSA) por 10 minutos a 37° C. Os anticorpos primarios foram
diluidos em PBS com 3mg/ml BSA como segue: GB3 (anti laminina 5), 1 em 300; LH7:2 (anti
colageno tipo VII), 1 em 1000; Col94 (anti coldgeno tipo IV), 1 em 500. As laminas foram
entdo incubadas nos varios anticorpos por 30 minutos a 37° C, em camera umida. Foi retirado o
excesso da solugdo de anticorpos e enxaguados em PBS, seguidos de lavagem por 10 minutos

em PBS fresco em temperatura ambiente. A seguir, o anticorpo secundéario de cabra anti-
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camundongo-FITC (Serotec) foi diluido em PBS com 3mg/ml BSA a 1: 300 e adicionado aos
cortes. 30 minutos a 37° C em camera imida. Foi retirado o excesso do anticorpo, enxaguado
em PBS, lavado por 10 minutos em PBS fresco, em temperatura ambiente e no escuro, seguido
de lavagem com 4gua destilada por 5 minutos, também no escuro. Finalmente as ldminas foram
escorridas, secas ao ar, montadas com laminula e seladas com esmalte. A leitura das reagdes foi
realizada com microscopio Nikon Optiphot. As reagdes positivas expressavam-se por cor verde

fluorescente e o fundo preto.
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Resumo:

A Sindrome de Kindler ¢ uma doenca autossdmica recessiva que se caracteriza por
surgimento de bolhas acrais na infincia que diminuem com o passar dos anos,
fotossensibilidade, poiquilodermia persistente e progressiva e atrofia cutanea. Desde o primeiro
relato, mais de 100 casos ja foram descritos, mas a associacdo com Poiquilodermia
Acroceratotica e Epidermolise Bolhosa tem freqiientemente dificultado o diagnéstico. Exames
moleculares nunca foram realizados em paciente brasileiros com Sindrome de Kindler. O
objetivo deste estudo ¢ a identificacdo de alteragdes genéticas e, estruturais nos pacientes com
Sindrome de Kindler do sul do Brasil. Este estudo ¢ uma série de casos de sete pacientes
acompanhados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre durante o periodo de janeiro de 2004 a
dezembro de 2005. O pacientes com SK foram examinados clinicamente e o registro foi
realizado em um questiondrio estruturado. As amostras de pele e sangue foram coletadas apos
termo de consentimento livre e esclarecido com a aprovacdo pelo comité de ética. Os achados
clinicos mais consistentes para o diagnostico foram bolhas na infancia, fotossensibilidade e
poiquilodermia. A ocorréncia de carcinomas de pele ndo melanomas em dois pacientes jovens
sugere que a SK pode ser um fator de risco no desenvolvimento de malignidades cutaneas. Uma
mutacdo no exon 5 foi identificada nas duas familias distintas que apos o heredograma
mostraram ter parentes em comum que vieram da mesma regido da Italia ha trés geragdes. Estes
achados sd@o muito importantes para a descricdo de uma sindrome tipicamente caracterizada e
para incrementar a estratégia de deteccdo. A elucidagdo das mutagdes existentes ¢ igualmente
importante para o desenvolvimento de novos tratamentos ¢ manejos dos pacientes afetados.

Palavras-chaves: bolha, citoesqueleto, genodermatose, fotossensibilidade, poiquilodermia.
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Summary

Background: Kindler syndrome (KS) is a rare autossomal recessive disease
characterized by acral bullae in infancy that diminished with time, photosensitivity, persistent
progressive poikiloderma and severe cutaneous atrophy. Since the first report more than 100
cases have already been described but the association with acrokeratotic poikiloderma and
epidermolysis bullosa has often misled the diagnosis. The molecular study of Brazilian patients
with Kindler syndrome was never performed.

Objectives: To asses the clinical features and the molecular basis of KS in patients
from South Brazil and to examine molecular evidence for a mutation.

Patients and methods: This study is a series of seven patients from Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. The KS affected individuals were examined clinically and a structured
recording sheet was completed. Samples were collected after informed consent and with Ethics
committee approval.

Results: The most consistent clinical signs for a diagnosis was blisters in childhood,
photosensitivity and poikiloderma. A mutation in exon 5 was identified in the two distinct
families that after family tree showed to have relatives in common that came from the same
region in Italy more than three generations ago.

Conclusions: These findings are very important to report a rare but well
characterized syndrome and to increment detection strategies. The elucidation of the existent
mutations is equally important in the developing of new treatments and in the management of
the affected patients.

Key words: blister, cytoskeleton, genodermatosis, photosensitivity, poikiloderma

Introducao
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Theresa Kindler desceveu em 1954 uma dermatose incomum em uma menina de 14
anos que apresentava bolhas acrais desde o nascimento e fotossensibilidade que diminuiram na
puberdade. A paciente permaneceu com poiquilodermia progressiva, atrofia cutdnea intensa,
gengivite, sinéquias e hiperqueratose palmo-plantar. A autora sugeriu que o caso pudesse se
tratar de uma forma de epidermolise bolhosa ou de uma nova sindrome.

A sindrome de Kindler (OMIM173650) ¢ uma genodermatose extremamente rara e
suas bases genéticas permaneceram um mistério por muitos anos até que em 2003, dois grupos
diferentes relataram a identificacdo de mutacdes em uma nova proteina responsavel pela
doenca. O gene acometido foi nomeado de Kind 1 e localizado no cromossomo 20p12.3
ocupando 48.5 Kb do genoma humano. Tem sua expressao acentuada nos queratinécitos, colon,
rim e placenta. Codifica uma proteina com 677 aminoacidos de peso molecular de 77.3 kDa
chamada Kindlin 1. . Todas as mutacdes identificadas causam perda de funcdo do KIND 1,
representando a importancia da proteina kindlin 1 na manuten¢do da adesdo celular. A SK ¢ a
primeira genodermatose causada por defeitos estruturais entre o citoesqueleto da actina,
contatos focais e a matriz extracelular. Com o objetivo de identificar as possiveis mutacdes,
uma grande série de pacientes foi investigada e as principais caracteristicas clinicas foram
fragilidade cutanea, fotossensibilidade, atrofia cutanea, poiquilodermia, hiperqueratose palmo-
plantar, manifestagdes na mucosa incluindo mucosite hemorragica, gengivite hemorragica,
doenga periodontal, perda precoce de dentes , leucoqueratose labial, estenose uretral, ectropio e
fimose. A diferenciagdo clinica e morfologica entre a Sindrome de Kindler e outras
genodermatoses pode ser muito dificil. Familias de diferentes partes do mundo foram estudadas
com o objetivo de realizar um diagndstico preciso, identificar outras possiveis mutacdes para
incrementar as estratégias de deteccao e buscar alternativas terapéuticas. Estas sdo as primeiras
familias brasileiras a serem estudadas clinica e molecularmente até a presente data. O objetivo
deste estudo foi caracterizar clinicamente e molecularmente uma amostra de pacientes do sul do

Brasil com diagnostico clinico de Sindrome de Kindler.
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Método

Delineamento. Série de casos

Pacientes: pacientes com diagndstico de Sindrome de Kindler avaliados pela equipe do Servigo
de Dermatologia (casos avaliados no Ambulatéorio de Dermatologia, nas consultorias
dermatoldgicas e registrados nas internacdes) de janeiro de 2004 até dezembro de 2005.
Consideragoes éticas: O estudo foi aprovado pela Comissdo de ética em Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. Os pacientes e familiares foram esclarecidos quanto ao estudo e o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi validado através da assinatura do paciente ou

seu responsavel legal.

Exame clinico:

O exame dermatoldgico completo foi realizado por uma tnica examinadora (Dra.
Beatriz Castellar de Faria Martignago) e sob orientacdo (Dra. Tania Cestari e Dr. John
McGrath) .Foi coletada a historia e realizado o exame fisico completo em todos os sete
pacientes com SK (4 mulheres e 3 homens entre 17 e 51 anos) de 2 diferentes familias
utilizando um formulario de registro estruturado.

As lesoes foram fotografadas com maquina digital, mantendo-se o registro em
arquivo individualizado pelo nome do paciente, data da fotografia e com descricao

dermatologica detalhada.

Extraciao do DNA:
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1. O sangue foi coletado pela examinadora de duas pacientes afetadas da familia 1 e uma
paciente afetada da familia 2. Foi retirado 10 ml por paciente em EDTA e o DNA foi
extraido por técnica de salting out descrita abaixo.

- Plaquetas e leucdcitos nucleados foram obtidos apds centrifugacdo do sangue
anticoagulado em EDTA e recolocados em suspensao em 15 ml de polipropileno, adicionando-
se 3 ml de buffer para lise ( 10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl e 2 mM Na2 EDTA, pH 8,2).

- O lisado de células foi digerido durante noite a 37° Celsius com 0,2 ml de lauril
sulfato de sodio a 10% e 0,5 ml de protease K (1 mg de protease K em lauril sulfato de sodio a
1% e 2 mM de Na2EDTA).

- Apds a digestdo estar completa foi adicionado 1 ml de NaCl saturado
(aproximadamente 6 M)e sacudido vigorosamente por 15 segundos, seguido de uma
centrifugacao de 2500 rpm por 15 minutos.

- As proteinas precipitadas sdo deixadas na parte inferior do tubo e o sobrenadante
contendo o DNA ¢ transferido para outro tubo com 15 ml de polipropileno.

- Foi adicionado 2 volumes de etanol 100% em temperatura ambiente e o tubo foi
invertido diversas vezes ate 0 DNA precipitar.

- O DNA precipitado foi removido com uma pipeta de pléstico e transferido para um
tubo que contém tampao(10mM Tris-HCI, 0,2 mM Na2EDTA, pH7,5). O DNA permaneceu na

solugdo por 2 horas em temperatura ambiente para se dissolver e foi armazenado a 4 © Celsius.

Detec¢cao da Mutacio:
Apoés a extracdo, o DNA foi enviado para o St John’s Institute of Dermatology,

Genetic Skin Research Group, St Thomas’ Hospital, Londres, Inglaterra onde foi realizado o
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seqiienciamento para analise genética em busca de mutagdes, conforme os seguintes passos
principais:

- O DNA extraido foi amplificado por PCR contendo 50 microlitros. As condi¢des
para amplificagdo foram 95° Celsius 5 minutos, seguidas de 35 ciclos de 95° Celsius por 45
segundos, 58° Celsius por 45 segundos e 72° Celsius por 45 segundos. Partes do produto do
PCR foram examinadas em gel de agarose a 2%, utilizando analise hetroduplex para identificar
exons que contivessem variagao no seqiienciamento.

- A outra parte do PCR foi purificada utilizando o kit de purificagdo QIAquick PCR
(Qiagen Ltd. Crawley, West Sussex, Reino Unido) previamente ao seqiienciamento de todos os
15 exons, que iniciava antes do inicio da codificagdo, para que mais tarde fosse realizada a
analise dos haplotipos envolvidos nos genes e que pudéssemos acessar os diferentes
polimorfismos. O seqiienciamento foi realizado pelo ABI 310 Genetic Analyser usando Big
Dye v3.0 Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Warrington, Cheshire).

- Pares de primers intronicos foram utilizados para cobrir todos os exons para
rastreamento de mutagdes no material genético dos nossos pacientes. Cada primer foi
desenvolvido para comegar nos 50 pares de base intronicos antes do inicio da codificagdao

proteica(exon), para permitir amplificacdes das seqiiéncias doadoras e receptoras.

Microscopia odtica:

A microscopia 6tica foi realizada no Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre de acordo com a rotina e avaliado pelo Professor André Cartell
Microscopia eletronica:

A biopsia foi realizada em uma paciente afetada da familia 1, por técnica de shaving.
Metade da amostra foi fixada em glutaraldeido a 2,5% para microscopia eletronica e metade em
meio de Michel para Imunofluorescéncia. A bidpsia foi retirada do fixativo e lavada trés vezes

com tampao de fosfato (PBS) a 0,1 M, cada vez por 15 minutos em temperatura ambiente.
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Apos, foi secundariamente fixada em tetroxido de 6smio a 1,3% por 2 horas antes da
desidratagdo por 15 minutos em etanol a 50%, corada com acetato de uranil a 2% em etanol a
50% por 1 hora e desidratada em etanol em concentracdes de 50%, 70%, 95% e trés vezes a
100%, cada uma por 15 minutos. A pele foi entdo incubada duas vezes em 6xido de propileno
por 15 minutos e transferida para solugdol:1:0xido de propileno:resina por 1 hora, recolocada
em solucaol:3 6xido de propileno:resina e deixada sem cobertura até a evaporagao do etanol. A
solucdo de 6xido de propileno:resina foi entdo substituida por moldes com resina fresca,
etiquetada e polimerizada por 60° Celsius por 16 horas. As se¢des de 60-90 nandmetros foram
cortadas por um ultramicrétomo e visualizadas por um microscopio eletronico (JEOL TEM
100CX). A interpretagao da imagem foi realizada pela equipe treinada do laboratorio em busca
de alteragdes estruturais da membrana basal da pele como a visualizagdo da reduplicacao da

lamina densa que € caracteristico na SK

Imunofluorescéncia:

A amostra reservada para imunofluorescéncia foi fixada imediatamente apods a
retirada em meio Michel (sulfato de amodnia, maleimido de N-etil e sulfato de magnésio em
solugdo tamponada de citrato) até o processamento. Nesta etapa a amostra foi retirada do meio
de Michel, embebida em Tissueteck (OCT) e congelada em nitrogénio liquido. Seccdes de 5
micrometros de pele foram cortadas dos bloco de OCT em criostato (Bright Ltd.) e colocadas
em laminas de vidro, que também continham sec¢des de pele-controle. Os cortes foram secos ao
ar por 10 minutos e desenhados anéis ao seu redor dos cortes usando uma caneta preta para
melhor delimitacdo. As secgdes foram entdo lavadas em PBS por 10 minutos em temperatura
ambiente para remover o OCT, incubadas em soro de cabra a 33% em PBS com 3mg/ml de
albumina bovina (BSA) por 10 minutos a 37° C. Os anticorpos primarios foram diluidos em
PBS com 3mg/ml BSA como segue: GB3 (anti laminina 5), 1 em 300; LH7:2 (anti colageno

tipo VII), 1 em 1000; Col94 (anti coldgeno tipo IV), 1 em 500. As laminas foram entdo
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incubadas nos varios anticorpos por 30 minutos a 37° C, em camera imida. Foi retirado o
excesso da solugdo de anticorpos e enxaguados em PBS, seguidos de lavagem por 10 minutos
em PBS fresco em temperatura ambiente. A seguir, o anticorpo secundéario de cabra anti-
camundongo-FITC (Serotec) foi diluido em PBS com 3mg/ml BSA a 1: 300 e adicionado aos
cortes. 30 minutos a 37° C em camera umida. Foi retirado o excesso do anticorpo, enxaguado
em PBS, lavado por 10 minutos em PBS fresco, em temperatura ambiente e no escuro, seguido
de lavagem com agua destilada por 5 minutos, também no escuro. Finalmente as ldminas foram
escorridas, secas ao ar, montadas com laminula e seladas com esmalte. A leitura das reagoes foi
realizada com microscopio Nikon Optiphot. As rea¢des positivas expressavam-se por coloragao

verde fluorescente e fundo preto.

Resultados

Foram estudados sete casos de Sindrome de Kindler em duas familias do sul do
Brasil que apds a realizagdo do heredograma ( figura 1) evidenciou-se que a familia 2 ¢
relacionada com o lado paterno da familia 1. Ha 3 geragdes as 2 familias vieram da regido de

Treviso na Italia e se estabeleceram em diferentes regides do Rio Grande do Sul.
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Figura 1. Heredograma das familias com SK deste estudo

Foram revisados os fenotipos clinicos e caracteristicas morfologicas de sete
pacientes com Sindrome de Kindler de duas familias. Como os pacientes possuem idades
diferentes entre si, ndo foi possivel registrar a seqiiéncia dos eventos. Todos os pacientes
possuem caracteristicas clinicas similares a outras alteragdes de fragilidade cutanea e
fotossensibilidade, incluindo bolhas induzidas por trauma na infancia seguidas de
fotossensibilidade e poiquilodermia progressiva e persistente resultando em alteragdes

pigmentares, telangiectasias e atrofia. As caracteristicas clinicas

estdo ilustradas na figura 2.

Figura 2. Caracteristicas clinicas dos casos de
SK neste estudo
Poiquilodermia evidente na face, pescoco e

maos e presenca de ulceracao no labio inferior.

Aspectos adicionais se apresentaram em diferentes graus de gravidade e incluiram
disfagia, constricdo esofagica e genital, ectropio, onicodistrofia, anormalidades da mucosa oral

e da denti¢do, sinéquias dos dedos da mao e canceres cutaneos conforme mostra a tabela 1.
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Tabela 1. Resumo das caracteristicas clinicas dos pacientes neste estudo

1 2 3 4 5 6 7
Idade (‘anos) 51 42 35 33 32 30 17
Sexo F F M M M F F
Bolhas acrais na infancia + + + + + + +
Atrofia cutinea + + + + + n +
Poiquilodermia + + + + + + +
Eczema + + + + + + 4
Hiperqueratose palmo-plantar + - + - - - +
Fotossensibilidade + + + + + + +
Envolvimento das mucosas + + + + + + +
Manifestacdes ungueais + + + + + + +
Sinéquias + + + + + + +
Consanguinidade - - - - - - +
Carcinomas cutaneos + + - - - - -
Estenoses esofagicas + + + + - + +
Ectrépio + + + _ _

O sangue foi obtido de trés pacientes afetados, dois da familia 1 e um individuo
afetado da familia 2. Trés pacientes foram biopsiados mas somente uma bidpsia foi submetida a
microscopia eletronica e imunofluorescéncia. Os estudos foram realizados no sentido de
esclarecimento da analise genética e entendimento ultraestrutural da sindrome de Kindler.

O anatomo patologico que foi realizado em trés pacientes afetados no servigo de
Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob supervisao do Dr. André Cartell e todas
mostraram caracteristicas semelhantes. Os cortes mostraram splits e vacuolizacdo focal em
varios niveis proximos da jun¢do dermo-epidérmica. Todos os casos mostraram retificacao da
juncdo dermo-epidérmica, ao contrario das ondula¢des usuais da pele normal. Outros achados
incluem atrofia epidérmica e hiperqueratose.

Em alguns casos foram encontradas abundancia de fibroblastos na derme papilar e
alteracdo na arquitetura das fibras coldgenas.

As principais caracteristicas vistas na microscopia eletronica foram reduplicacdo da

membrana basal na derme papilar demonstradas na figura 3.
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Figura 3. Microscopia eletronica de pele afetada mostrando reduplicag¢@o da lamina densa

A imunofluorescéncia revelou positividade linear para os anticorpos contra proteinas
hemidesmossomicas, laminina 5, plectina e colageno XVII. Marcagdo para anticorpos contra

colageno VII e IV e ocasionalmente laminina 5, mostrou positividade na figura 4.

Figura 4. Imunofluorescéncia de pele afetada com anticorpos anti-membrana basal
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Imunolocalizagdo do colageno tipo VII: A marca¢do normal da zona da membrana
basal na pele controle; B auséncia de alteracio do padrio de marcacdo na pele

afetada.(Magnifica¢do de A e B, /100)

Em todos as amostras analisadas nesse estudo o seqiienciamento revelou uma
inser¢do homozigdtico de uma citosina na posicao 676 do exon 5 do KINDI, chamada de

676insC ilustrado na figura 5.
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Figura 5. A mutagdo 676 insC no exon 5 das familias brasileiras evidencia a inser¢do de uma

oitava citosina, onde normalmente encontram-se somente 7.

O seqiienciamento do DNA genomico de pacientes afetados mostrou que o gene
KIND1 contém muitos polimorfismos. Eles foram utilizados para criar haplétipos nos pacientes

estudados.
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Discussao

Os resultados obtidos pela avaliagdo clinica e laboratorial dos pacientes
apresentados neste estudo enfatizam a heterogeneidade clinica da Sindrome de Kindler e suas
similaridades fenotipicas com outras genodermatoses, em particular com Epidermolise Bolhosa
e Sindrome de Weary. Conseqiientemente, o diagnostico preciso ¢ muito dificil, principalmente
na infancia onde a histéria e o exame fisico sdo indistingiiiveis de condi¢des igualmente
congénitas.

O exame anatomo patologico da pele dos pacientes com Sindrome de Kindler
quando realizado na primeira infincia enquanto ocorre a formagdo de lesdes bolhosas revela
multiplos planos de clivagem ao longo da juncdo dermo-epidérmica, hiperqueratose, atrofia
epidérmica, retificagdo e incontinéncia pigmentar. Fendas podem aparecer simultaneamente
dentro dos queratindcitos basais, na jun¢cdo dermo-epidérmica e na derme papilar, mas como
vimos com 0s pacientes brasileiros estudados os achados resumiram-se a atrofia epidérmica,
retifica¢@o e hiperqueratose. Reduplicacdo da zona membrana basal ndo foi observada. Nossos
achados sdo compativeis com outros casos descritos da SK, mas ndo tdo ricos € muito menos
patognomonicos. A microscopia eletronica do paciente brasileiro avaliado mostrou reduplicagao
da lamina densa que se estendia at¢ a derme papilar. A lamina densa ¢ produzida por
queratindcitos basais para servir de camada de ancoragem entre a epiderme e a derme, os
queratindcitos basais aderem via placas de hemidesmossomos. Apesar de ter sido possivel
demonstrar que outros constituintes da jun¢do dermo-epidérmica como hemidesmossomos ou
mesmo as fibrilas de ancoragem estavam em niimero e aparéncia normais. Este achado mais
uma vez ressaltando o fato de que os achados ultraestruturais na SK sdo sugestivos, mas nao
definitivos.

O exame de imunofluorecéncia ndo demonstrou patologia dbvia que envolvesse os
colagenos tipo IV e VII . A lamina densa ¢ o principal reservatério de colageno tipo VII e

também ¢ uma fonte de coldgeno tipo IV e laminina 5. Entretanto o excesso de colageno VII
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pode ser encontrado na Sindrome de Kindler e ndo deve ser entendido como causa da doenga
pois o gene do colageno VII ja foi excluido como candidato na Sindrome de Kindler por
Shimizu em 1997 e Yasukawa em 2002.

Os achados de imunofluorescéncia e ultraestruturais sugerem que a patologia base
da Sindrome de Kindler distingue dos vérios tipos de Epidermolise bolhosa que ja foram
caracterizados em nivel molecular.

A andlise de haplétipos desses polimorfismos nos pacientes afetados demonstrou
que a familia 1 possui um ancestral em comum com a familia 2 e quando comparadas com as
familias do Paquistdo que também possuem a mesma muta¢do, demonstram ndo possuirem os

mesmos ancestrais como mostra a tabela 2.

Tabela 2. Alelos de KIND 1 ancestrais associados com mutagdes patogé€nicas recorrentes

causadoras da sindrome de Kindler nas 2 familias brasileiras,

PoliaD Exon Mutagiio (676insC)

Familias Paquistao 1 | Paquistio 2 Brasil 1 Brasil 2
IVSI1-11T/G 2 G G G G G
114T/C 2 C C C C C
1IVS2+20C/T 2 C C C C C
IVS2-4G/A 3 A G A A A
479T/C 4 T C T T T
IVS4+8T/C 4 C T T/C T/C T
1VS4+34C/T 4 T C C/T C/T C
IVS4-25A/ 5 A G A A A
IVS4-17A/ 5 A C A A A
IVS5-17A/C 6 C T A A A
772T/C 6 C T T T T
IVS6-50 T/ 7 / / T T T

IVS7- |1VS7-
IVS7-46A/G 8 / / 50-8 50-8 |G
IVS8+48A/ 8 / / A A A
1575G/A 12 G / A A A
1577A/G 12 A / G G G
1695T/C 13 T C T T T
IVS13+52C/T 13 / / C C C




53

Recentemente a sindrome de Kindler foi definida como entidade distinta e sua
caracterizagdo molecular foi descoberta. Intimeras familias de diferentes partes do mundo
foram estudadas. O objetivo deste estudo foi caracterizar clinicamente e molecularmente uma
amostra de pacientes do sul do Brasil com diagndstico clinico de Sindrome de Kindler.

A SK ¢ causada por mutagdes no gene kind 1, previamente caracterizado e
localizado no cromossomo 20p12.3, ocupa 45 kb do genoma humano, contém 15 exons € uma
leitura de 2034 pares de bases. Este gene codifica uma proteina de 677 aminoacidos nomeada
de kindlin 1 que tem sua expressdo ausente ou diminuida nos pacientes com Sindrome de
Kindler.

Até o presente momento mais de 25 mutagdes ja foram encontradas e os primeiros
pacientes brasileiros estudados molecularmente e apresentados neste estudo possuem a mutagao
676insC que foi previamente descrita em familias paquistanesas

A sindrome de Kindler ¢ a primeira genodermatose causada por defeitos na adesdo
do citoesqueleto da actina com a matriz extracelular se revelando clinicamente por fragilidade
cutanea e analises de expressdo génica demonstram que a proteina envolvida ¢ encontrada, em
condi¢des normais, principalmente nos queratindcitos, colon, rim e placenta.

Apesar deste estudo ter contribuido para o conhecimento da sindrome de Kindler
ainda persistem muitas dividas. O fato de as bolhas melhorarem com o tempo, mas serem
substituidas por fotossensibilidade, poiquilodermia, atrofia e um risco aumentado no
desenvolvimento de carcinomas cutdneos pode se dever ao fato de que a expressdo da proteina
kindlin-1 mude com o tempo, tornando a proteina essencial na infancia para a adesdo celular e
com o passar dos anos diminua a contribui¢do relativa na manutengao da integridade cutanea,
mas tenha associacdo com o mecanismo enzimatico de reparacdo do DNA e com citocinas
antiinflamatorias. Para que isso se caracterize seria necessario se determinar por PCR

quantitativo a proteina kindlin 1 em varias etapas do envelhecimento cutaneo. =
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Outras caracteristicas clinicas intrigantes da sindrome incluem a fotossensibilidade,
alteracdes pigmentares e a atrofia cutanea. O papel da kindlin 1 na adesdo celular foi
demonstrado, mas certamente a proteina esta envolvida em outros mecanismos de regulacao
que ainda ndo foram elucidados. Estudos ja revelaram associacdo da proteina com actina e
vinculina, mas a natureza dessas associagdes ainda permanece desconhecida. O entendimento
de outras possiveis associagdes pode ter implicagdes biologicas extremamente amplas,
promovendo pistas ndo somente para o mecanismo das bolhas e fotossensibilidade, mas
também para inflamacdo da mucosa, malignidades mucocutaneas, reparagdo tecidual,
cicatriza¢do e envelhecimento cutineo. *'

Logo, experimentos de biologia celular de interacdo e expressdo proteica nos
auxiliariam no entendimento dos mecanismos moleculares responsaveis pelas varidveis

caracteristicas clinicas do pacientes portadores de sindrome de Kindler.

Consideracoes finais

Foi estabelecido o heredograma dos pacientes afetados e evidenciou-se que as duas
familias estudadas possuem ancestrais semelhantes.

Foi realizado um registro acurado dos fenotipos clinicos que apresentam
poiquilodermia, sinéquias, alteragdes de mucosa, constricdes esofagicas entre outros. Dois
pacientes apresentaram carcinomas cutineos como complicagdes tardias.

As alteragdes estruturais e de imunofluorescéncia das amostras foram estudadas e
sdo sugestivas, mas ndo definitivas para Sindrome de Kindler.

A mutagdo dos pacientes estudados foi identificada e ¢ uma inser¢ao de uma citosina

na posi¢ao 676 do exon 5 do gene KIND 1 que se localiza no cromossoma 20.

Agradecimentos



55

Agradecemos aos pacientes com sindrome de Kindler e suas familias pela
participacdo neste projeto e ao suporte técnico do grupo de Genodermatose da Divisdo de

Genética e Medicina Molecular do King's College School of Medicine, Londres, Inglaterra.

Referéncia Bibliografica

2. Kindler, T. Congenital poikiloderma with traumatic bulla formation and progressive
cutaneous atrophy. Br.J.Dermatol 66, 104-111. 1954.

3. Jobard F, Bouadjar B, Caux F ef al. Identification of mutations in a new gene encoding a
FERM family protein with a pleckstrin homology domain in Kindler syndrome.
Hum.Mol. Genet. 2003; 12: 925-35.

4. Siegel DH, Ashton GH, Penagos HG et al. Loss of kindlin-1, a human homolog of the
Caenorhabditis elegans actin-extracellular-matrix linker protein UNC-112, causes Kindler
syndrome. Am.J.Hum.Genet. 2003; 73: 174-87.

5. Ashton GH, McLean WH, South AP et al. Recurrent mutations in kindlin-1, a novel
keratinocyte focal contact protein, in the autosomal recessive skin fragility and
photosensitivity disorder, Kindler syndrome. J.Invest Dermatol. 2004; 122: 78-83.

6. Ashton GH. Kindler syndrome. Clin. Exp. Dermatol. 2004; 29: 116-21.

7. Penagos H, Jaen M, Sancho MT ef al. Kindler syndrome in native Americans from Panama:
report of 26 cases. Arch.Dermatol. 2004; 140: 939-44.

8. Has C, Bruckner-Tuderman L. A novel nonsense mutation in Kindler syndrome. J.Invest
Dermatol. 2004; 122: 84-6.

9. Maleville J, Cavaroc Y, Boiron G et al. [Diffuse poikiloderma with acrokeratosis, preceded
by bullous lesions: Weary-Kindler's disease. Nosologic and histopathologic discussion].
Ann.Dermatol Venereol. 1982; 109: 949-56.

10. Weary PE, Manley WF, Jr.,, Graham GF. Hereditary acrokeratotic poikiloderma.

Arch.Dermatol 1971; 103: 409-22.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

56

Bordas X, Palou J, Capdevila JM ef al. Kindler's syndrome. Report of a case.
J.Am.Acad. Dermatol 1982; 6: 263-5.

Kapasi AY, Khopkar U, Raj S ef al. Weary-Kindler syndrome with multiple seborrheic
keratoses. Int.J. Dermatol. 1993; 32: 444-5.

Krunic AL, Ljiljana M, Novak A et al. Hereditary bullous acrokeratotic poikiloderma of
Weary-Kindler associated with pseudoainhum and sclerotic bands. Int.J.Dermatol. 1997,
36: 529-33.

McGrath JA. Translational benefits from research on rare genodermatoses.
Australas.J. Dermatol 2004; 45: 89-93.

Nasiri H, Forouzandeh M, Rasaee MJ, Rahbarizadeh F. Salting out method: highyeld, high
quality genomic DNA extraction from whole blood using laundry detergent. J Clin Lab
Anal. 2005; 19(6): 229-32.

Sharma RC, Mahajan V, Sharma NL et al. Kindler syndrome. Int.J.Dermatol. 2003; 42:
727-32.

Hacham-Zadeh S, Garfunkel AA. Kindler syndrome in two related Kurdish families.
Am.J.Med.Genet. 1985; 20: 43-8.

Alper JC, Baden HP, Goldsmith LA. Kindler's syndrome. Arch.Dermatol 1978; 114: 457.
Al AK, Al HK, Al AD et al. Kindler syndrome in a Saudi kindred. Clin.Exp.Dermatol.
2002; 27: 673-6.

Verret JL, Avenel M, Larregue M et al. [Kindler syndrome. Case report with ultrastructure
study]. Ann.Dermatol.Venereol. 1984; 111: 259-69.

Forman AB, Prendiville JS, Esterly NB et al. Kindler syndrome: report of two cases and
review of the literature. Pediatr.Dermatol. 1989; 6: 91-101.

Shimizu H, Sato M, Ban M ef al. Immunohistochemical, ultrastructural, and molecular
features of Kindler syndrome distinguish it from dystrophic epidermolysis bullosa.

Arch.Dermatol. 1997; 133: 1111-7.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

57

Suga Y, Tsuboi R, Hashimoto Y et al. A Japanese case of Kindler syndrome.
Int.J Dermatol. 2000; 39: 284-6.

Wiebe CB, Larjava HS. Abnormal deposition of type VII collagen in Kindler syndrome.
Arch.Dermatol Res. 1999; 291: 6-13.

Lanschuetzer CM, Muss WH, Emberger M et al. Gene symbol: Kindl. Disease: kindler
syndrome. Hum.Genet. 2004; 115: 175.

Thomson MA, Ashton GH, McGrath JA et al. Retrospective diagnosis of Kindler syndrome
in a 37-year-old man. Clin. Exp.Dermatol. 2006; 31: 45-7.

Burch JM, Fassihi H, Jones CA et al. Kindler syndrome: a new mutation and new
diagnostic possibilities. Arch Dermatol 2006; 142: 620-4.

Fassihi H, Wessagowit V, Jones CA. Neonatal diagnosis of Kindler syndrome. J Dermatol
Sci 2005; 39: 183-5.

Sadler E, Klausegger A, Muss W et al. Novel KINDI gene mutation in Kindler syndrome
with severe gastrointestinal tract involvement. Arch Dermatol 2006; 142: 1619-24

Emanuel PO, Rudikoff D, Phelps RG. Aggressive squamous cell carcinoma in kindler
syndrome. Skinmed. 2006; 5: 305-7.

Lotem M, Raben M, Zeltser R, Landau M, Sela M, Wygoda M et al. Kindler syndrome
complicated by squamous cell carcinoma of the hard palate: successful treatment with high-
dose radiation therapy and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.

Br.J Dermatol. 2001; 144: 1284-6.

7. ARTIGO CIENTIFICO ORIGINAL - INGLES

Submetido para o Gene Corner Section do British Journal of Dermatology em janeiro de 2007


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=17178989&query_hl=2&itool=pubmed_docsum

58

Homozygous recurrent mutation, c.676insC, on two different KINDI

genetic backgrounds in a Brazilian pedigree with Kindler syndrome.

B.C.F. Martignago*, J.E. Lai-Cheongft, L. Liuf, J.A. McGratht, T.F. Cestari*

*Service of Dermatology, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Brazil; {Genetic Skin Disease Group, St John’s Institute of Dermatology,
Division of Genetics and Molecular Medicine, The Guy’s, King’s College and St Thomas’

Hospitals’ Medical School, London, United Kingdom.

Correspondence
B.C. de Faria Martignago

e-mail: beatrizmartignago@gmail.com

Conflict of interest: None

Summary

Background: Kindler syndrome (KS) is a rare autossomal recessive disease
characterized by acral bullae in infancy that diminished with time, photosensitivity, persistent
progressive poikiloderma and severe cutaneous atrophy. Since the first report more than 100

cases have already been described but the association with acrokeratotic poikiloderma and
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epidermolysis bullosa has often misled the diagnosis. The molecular study of Brazilian patients
with Kindler syndrome was never performed.

Objectives: To asses the clinical features and the molecular basis of KS in patients
from South Brazil and to examine molecular evidence for a mutation.

Patients and methods: This study is a series of seven patients from Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. The KS affected individuals were examined clinically and a structured
recording sheet was completed. Samples were collected after informed consent and with Ethics
committee approval.

Results: The most consistent clinical signs for a diagnosis was blisters in childhood,
photosensitivity and poikiloderma. A mutation in exon 5 was identified in the two distinct
families that after family tree showed to have relatives in common that came from the same
region in Italy more than three generations ago.

Conclusions: These findings are very important to report a rare but well
characterized syndrome and to increment detection strategies. The elucidation of the existent
mutations is equally important in the developing of new treatments and in the management of
the affected patients.

Key words: blister, cytoskeleton, genodermatosis, photosensitivity, poikiloderma

Introduction

Kindler syndrome (KS) (OMIM 173650) is a rare autosomal recessive skin and
mucous membrane disorder associated with trauma-induced blisters and erosions, poikiloderma
and variable degrees of photosensitivity.! In 2003, the KS gene (KINDI) for this
genodermatosis was identified through genetic linkage and candidate gene analysis.** Loss-of-

function mutations were found in KINDI encoding a 677 amino acid protein called kindlin-1
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(previously also known as kindlerin) which is involved in linking the actin cytoskeleton to focal
contacts, predominantly in basal keratinocytes.>”

Thus far, 25 different mutations in KINDI in individuals with KS have been
published, most of which lead to loss of KINDI mRNA and kindlin-1 protein expression.>**1
Nine KINDI mutations have been reported in more than one family, either as propagated
ancestral alleles (IVS7-1G>A, p.E304X, p.W616X, c.1161delA, g.70250 74168del, ¢.373delT)
or as recurrent mutations in various ethnic groups (¢.676insC, p.R271X, p.R288X).*'" Of note,
although the mutation ¢.676insC has only been reported previously in Pakistani individuals, two
different mutant KIND]I allelotypes have been reported in association with this frameshift.® In
this report, we describe the identification of the mutation c.676insC in a Brazilian pedigree.
Affected individuals were shown to be homozygous for the frameshift but, intriguingly, two
new different KINDI mutant allele haplotypes were demonstrated which created the very
unusual finding of heterozygous single nucleotide polymorphisms alongside the same

homozygous pathogenic KINDI mutation in two branches of the same family.

Cases and methods

The affected individuals are descendants of immigrants who came to Porto Alegre
(Brazil) in the early 20™ Century from Treviso (Italy). Part of the pedigree (illustrated in Figure
1A and referred to as Family 1) is non-consanguineous and in generation IV contains three
unaffected individuals and seven siblings with KS, two of whom died prematurely from skin
fragility/infection. The part of the pedigree referred to as Family 2 is consanguineous and in
generation V contains one individual with KS. The clinical features in affected subjects
comprised trauma-induced blistering, photosensitivity and poikiloderma as well as periodontal
inflammation and severe oesophageal stenosis requiring frequent dilatations (Figure 1B). Of
note, two KS individuals from Family 1 developed skin malignancy (squamous cell carcinoma

on the leg in a 46-year-old male and basal cell carcinoma on the breast in a 35-year-old female).
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Non-melanoma skin cancer in KS has previously been reported in a 43-year old Italian male
patient with the homozygous splice site mutation IVS7-1G>A who had squamous cell
carcinomas of both the upper lip and dorsal aspect of the hand and a 52-year old Italian female
patient with the homozygous mutation ¢.95 96delGA, who had a squamous cell carcinoma of
the lower lip.*!' Two other cases of KS with squamous cell carcinoma have been described but
the mutations in these subjects have not been delineated.'*"”

Following ethical approval from the Human Research Ethics Committee of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre and in compliance with the Helsinki Accord, blood
samples were taken for DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) amplification and
gene sequencing of KINDI. Briefly, PCR amplification of genomic DNA was carried out using
14 pairs of primers spanning the coding exons and flanking introns of the KINDI gene, as
described elsewhere.*® The PCR products were purified using a QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Crawley, UK) and sequenced in an ABI 310 genetic analyser (Applied Biosystems,

Warrington, UK).

Results and discussion

Mutational analysis disclosed a homozygous single nucleotide insertion mutation,
€.676insC, in exon 5 of KINDI in all affected individuals screened for KS (Figure 2A). Because
this particular frameshift mutation has been reported previously in several Pakistani families,*"
we carried out KINDI haplotype analysis, typing for several intragenic (exonic and intronic)
polymorphisms, as reported previously.®'' The analysis showed that the haplotype in the
affected Brazilian individuals was different from either of the two Pakistani haplotypes
reported. This is consistent with the mutation ¢.676insC being a recurrent mutation, probably
arising as a consequence of slippage during DNA replication of a run of seven cytosine

nucleotides. Surprisingly, however, haplotype analysis showed that the mutant alleles were



62

different in Family 1 and 2 (Figure 2B and Table 1). In consanguineous Family 2 the affected
individual was homozygous for all polymorphic markers but in non-consanguineous Family 1,
affected individuals were heterozygous for two single nucleotide polymorphisms in intron 4,
notwithstanding that the mutation ¢.676insC was present on both KINDI alleles. Although
DNA from earlier generations was not available for analysis, it is likely that all three siblings in
generation Il were asymptomatic carriers of the same mutant c.676insC allele and that the
mother of the affected siblings in Family 1 is a heterozygous carrier of the same mutation on a
different genetic background. The occurrence in a single family of the same rare mutation that
causes a very rare disease arising on two different mutant alleles is extremely unusual and
serves as a useful reminder to avoid assumptions of consanguinity when homozygous mutations

are delineated, especially for uncommon inherited diseases.
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Figure 1. (A) Brazilian pedigree with Kindler syndrome. In Family 1, generation IV contains 7
affected siblings, two of whom are deceased. In Family 2, consanguinity is present and there is
one individual with Kindler syndrome in generation V. (B) Clinical features of Kindler
syndrome in this Brazilian Family. Poikiloderma is evident on the face, neck and hands and

ulceration is present on the lower lip.
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Figure 2. (A) Sequencing of genomic DNA from affected individuals in Family 1 and Family 2

reveals homozygous insertion of a cytosine at position 676 in exon 5 of the KINDI gene,
c.676insC (arrows). In control DNA, there are 7 instead of 8 cytosine nucleotides. (B)
Sequencing of two single nucleotide polymorphisms within intron 4 of the KINDI gene
(IVS4+8T/C and 1VS4 +34C/T) reveals heterozygosity for both polymorphisms in individuals

from Family 1 but nucleotide homozygosity in the one affected individual in Family 2.
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Table 1. Haplotype analysis for single nucleotide polymorphisms in the KIND! gene associated
with the mutation c¢.676insC. Previously, two different mutant allelotypes have been
demonstrated in Pakistani individuals (see reference 8 for more details). In the Brazilian
pedigree, haplotyping reveals two additional mutant alleles which are both different from the
Pakistani haplotypes. Of note, the individuals with Kindler syndrome in Family 1 are
homozygous for ¢.676insC but heterozygous for two single nucleotide polymorphisms in intron

4.

KIND1
Polimorphisms Exon Mutation (676insC)

Families Pakistan 1 | Pakistan 2 Brazil 1 Brazil 2

Butt(6737) | 6636 739
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. PERSPECTIVAS FUTURAS

O acompanhamento das familias envolvidas no estudo ¢ de suma importancia tanto para o
seguimento da evolu¢do da moléstia como para proporcionar o aconselhamento genético
para quem desejar.

Os resultados do seqiienciamento dos membros afetados e controles sem sinais da sindrome
poderiam ser comparados para verificacdo de sua expressao nos diferentes fenotipos.

As familias afetadas estudas neste projeto possuem uma linhagem em comum, mas também
possuem ancestrais diferentes. A identificacdo das familias envolvidas ¢ importante para o
rastreamento de novos possiveis casos de pacientes afetados e portadores.

Ap6s a realizacao do estudo tornou-se possivel iniciar o estabelecimento de rotinas para a
detec¢do de novos casos a partir de exame clinico e laboratorial

O conhecimento adquirido nesta pesquisa foi proporcionado pelo laboratorio do professor
John McGrath que ndo sé foi o pioneiro mas também ¢ o detentor da maior experiéncia
mundial no estudo genético e estrutural da Sindrome de Kindler. Fica a proposta do
desenvolvimento da técnica no Brasil em colaboragdo com a participacdo estrangeira € a
continuagdo de estudos que possam implementar estratégias de deteccdo, ampliar

conhecimento clinico e buscar alternativas terapéuticas.
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ANEXO 1: FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

®  INOME O PACIEILE: ... .eeuiitieiieiieetieieet et et e et et ette st esbeeseesseesbesstenseeseesseensesseenseensanseensesnsenseans
*  Prontudrio: .....cccceevveevveeeiienieeieeeeee e * Descendencia:........cceeveeeveeeieeniieenie e
o Idade: .o, ® SEXO: cutieieeiieie e
L (0 1ol (<) 1 Uod - SRRSO PSPPSR
*  ProfisSA0/atiVIdAde:........ccuieiieiicie et aaenaeas
®  Data dO dIaZNOSHICO: ... .ieieiieiieietieie ettt ettt ettt e ettt b e et e b e e b e ebeenteenbeaeenseeneens
L B - Ty s 161 2 (oo RSOSSN
Exame andtomo-pPatolOZICO:.......ovuiiiiiiieriieeietieieie ettt sttt ettt ettt e ese e be s e ebeesaenaeenne
.......................................................... Material de andlise...........cceevveecieenieeiieceeee e
MICTOSCOPIA CIELTOMICA :....uveeeiieeiieiiecieetie ettt e eetae et e e sea e et e e e e e beeseesaseessaessseenseesaeesseennes
.......................................................... Material de analiSe.........ccecveevveeiieenieeieereeee e
IMUNOTTUOTESCENCIA ....cvviiievieie ettt ettt ettt et sb e e b e e taesbeesbessaessesstasaesseeseesanseas
.......................................................... Material de andlise...........ccceeeverrierierienieeieniesieeeeereeie s
MULAGAO ... ttitieie e e e ettt e e ee ettt e e e e e eeetbbereeeeeeeeeettbsraeeaeaeeeesisessseaeaeeeeeeasassssseaeeeesesnssrsreseens
Comprometimento :

Acometimento SIM NAO |[Método Diagnéstico

Bolhas acrais

Atrofia cutanea

Poiquilodermia

Eczema




Hiperceratose Acral
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Fotossensibilidade

Alteracoes da mucosa oral

Alteracdes ungueais

Sinéquias nos dedos

Consangiiinidade

Familiares afetados

Neoplasias

Ossos

Trato respiratorio

Laringosgopia( ) Sintomas inespecificos ()

Trato urinario

Uretroscopia( ) Sintomas inespecificos ()

Trato Gastrintestinal

EDA () Sintomas inespecificos ()

Olhos

Sintomas Gerais

Febre( ) Emagrecimento( )

Outros

*  Descricao da 16530 CULANEA:.........cueieeuiii ettt e e e e et ae e e saaeeeaaeeenes
R
T
R
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ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Justificativa: As bases genéticas da sindrome de Kindler permaneceram um
mistério, até que em 2003 dois grupos relataram a identificagdo de mutagdes em uma nova
proteina. Estes novos conhecimentos proporcionam informacdo mais detalhada para os

pacientes, permitem a realiza¢do de diagndsticos com maior acuracia e auxiliam na melhora do



72

aconselhamento genético Ja foram determinadas 17 diferentes complicacdes nos genes em 41
familias de diferentes partes do mundo, mas, nenhuma familia brasileira foi estudada.

Estamos realizando um projeto de pesquisa sobre a Sindrome de Kindler e gostariamos de
convida-lo para participar do estudo. Nos esperamos que este trabalho leve a progressos no
diagnostico e tratamento da sindrome de Kindler. A investigacdo proposta pode nao ser de
ajuda direta ao nosso paciente ou sua familia, mas nos ajudara a entender sua condi¢do de pele
melhor e também pode beneficiar outros individuos afetados bem como avaliar a probabilidade
de seus descendentes serem afetados.

Os participantes deste estudo serdo solicitados a retirar amostra de sangue (10 ml ou
duas colheres de chd) para andlise genética, buscando a identificacdo de complicagdes nos
genes e realizacao de biopsia cutanea (4mm ou tamanho de uma lentilha) para um teste especial
no laboratorio. A retirada de sangue poderd deixar um hematoma que ird regredir
completamente ¢ a realizacdo da biopsia, sob anestesia local, podera gerar um desconforto e
deixara uma cicatriz pequena e permanente. No desenvolvimento e padronizacdo de novos
testes pode ser necessario utilizar parte da amostra anonimamente. Os resultados do teste serdo
estritamente confidenciais e fornecidos somente ao pesquisador e ao paciente. Os resultados
podem ser fornecidos a outros médicos somente com o consentimento do paciente. Os
pacientes realizardo um exame dermatologico e as lesdes encontradas serdo fotografadas e
somente serdo utilizadas para fins cientificos. Os riscos do estudo sdo aqueles da coleta de
sangue e da bidpsia. Sera respeitada a recusa do paciente. O paciente podera se retirar da
investigacdo em qualquer estdgio sem necessidade de justificativa e isto ndo acarretard em
prejuizo no seu cuidado pela equipe médica.

A assinatura, neste consentimento informado, dard autoriza¢do ao pesquisador do
estudo para utilizar os dados obtidos quando se fizerem necessdrios € somente para fins

cientificos, incluindo a divulgacdo dos mesmos, sempre preservando a identidade dos pacientes.
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assino e identifico este documento, declaro ter recebido explica¢do clara e completa sobre a
pesquisa acima mencionada. Declaro ser de livre vontade minha participacdo nesta pesquisa.
Autorizo o uso de minhas imagens somente para fins cientificos, sempre

preservando minha identidade. ( ) SIM ( )NAO

Assinatura do Paciente ou do Responsavel (se menor de 18 anos)

Dra. Beatriz Castellar de Faria Martignago (Médica - CRM: 27333)
CPF: 951113289-04 RG: 2576093 SSP/SC Telefone: (51) 98289694
Pesquisadora Responsavel: Dra Tania Cestari  Telefone: (51) 21018571

Hospital de Clinicas de Porto Alegre - Rua: Ramiro Barcelos, 2350 — Zona 13

Porto Alegre,............ de.eiiiii de 200...........

ANEXO 3: SEQUENCIAMENTO DOS PRIMERS E ORGANIZACAO

DO INTRON-EXON DO KIND 1

Primer Seqiiencia

KINDIF AAATCTGCAGACTGCGCCTC

KINDIR GAGGCTGCAGAAAGAAAGGG
KIND2F ATATCTGGAGCACCCTGGAAC
KIND2R ATTGCTCTCCAGGGCATTAC

KIND3F TGAGGAGCTGGAGATCAGTT
KIND3R GAAGTAGGCAGAATGCACAC
KIND4F GACCCTGAGTCTTAGAAGGA
KIND4R GCCTTTCCTCATCACATCAG
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KINDSF CAGTGCCCAGCTTGACTTAT
KINDSR ATCCCTAGGCCTACCAACTT
KIND6F CAGTGCTCAGAAAGTGTCAG
KIND6R GCTAAACAGGCGATCACACA
KIND7F CTGAGCTGAAGTTTGCTGCA
KIND7R GTGTGTGGATTATGAGGAGC
KINDS8F AAGGAGACCTCTGTTTAGGA
KINDSR CTTGTTAGGTGAAGAGCATC
KIND9F GTAGCGAGTGTAAACTGAAG
KIND9R ACCTTTGAACCATGAACCTG
KINDIOF TGCAGCGTGTTCCACATTTC
KINDIOR GGATTACAGGTTTGAGCCAC
KINDI1F ACAGATGCCTCAGAACTCAG
KINDIIR TGCTCTTTAGGCTTAGTGGAG
KINDI2F GCTTTGCACTTGAGCTTGCT
KINDI2R GTGCTGGAATTACAGGTGTG
KINDI3F CTAACAGGGTGATCACAGAG
KINDI3R CTAAATGAGAAAACTGGGGCT
KINDI14F CTTCATTGTCCATTCCTCTG
KINDI4R CAATTCTGAGGGACACACAT
KINDISF CCAGTCCAGCAAAGCACTTT
KINDISR GTCCAGAATCTACATGCTGG

Organizagao do intron-exon do KIND 1

Tamanho do Tamanho
Exon | Seqiiéncia receptora 3’ Seqiiéncia doadora 5’ do intron
exon (pb) (pb)
1 771 AAGGAGgtgggtact 3201
2 tgttcagcaagACACCA 169 AGATCAgtaagttact 3359
3 atttttgcagATATAT 234 TCCTGAgtaagtaccc 3187
4 ttatttctagATATTA 147 CATCAGgtaagacttg 1965
5 tgeettgcagTAAGTC 214 TGCAGGgtaaggacac 2663
6 cattttctagTTGGCT 103 CCTAAAgtaagcaact 9900
7 ttgtctctagTATGAT 108 CTACAGgtatgggaac 490
8 ttcattttagTACCAC 132 CTTTTGgtatgaactt 1913
9 tttttcttacGAGGAC 50 ATTTAGgtaagtaaac 5899
10 gaatttgcagGCCCAA 125 TTAGAGgtaagagtac 1081
11 tgtecttcagGCTGCG 107 GACCATgtgagtaaaa 2489
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12 ttgctgcagGAGAAT 222 AAACAGgtactgttaa 901
13 ttetgttcagCTGGGCC 125 TGTCAGgtgattacaa 4462
14 ttcttttcagATTTAA 142 CGGCAGgtaaagtgaa 2089
15 cctcttccagGTGGTC 2282*

Organizagao intron-exon do KIND 1 nucleotideos em letras maitsculas estdo nos exons € em
negrito sdo o final e o inicio de cada intron

* tamanho do exon até o sinal de poliadenilagdo, AATAAA.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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