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RESUMO

O angioedema hereditario (AEH) € uma doenga genética de heranca
autossdmica dominante e é definida pela deficiéncia quantitativa e/ou funcional do
inibidor de C1 (C1-INH), que acarreta crises de edema e acometimento de diversos
orgaos. Estima-se que sua prevaléncia seja de 1:50.000 nascimentos, ndo havendo
diferencas entre grupos étnicos. O AEH com C1-INH normal é mais raro, afeta
principalmente mulheres e se caracteriza por muta¢gdes no gene F12 da cascata de
coagulacéo. O gene F12 codifica a proteina FXII (fator de Hageman), envolvida na
geracéo de cininas, como a bradicinina, promove a formag¢do de edema, e os niveis
de expressdo no plasma da proteina FXIl podem ser regulados por estrogénio,
tornando esta a caracteristica mais marcante do AEH com C1-INH normal. Esse
trabalho tem seu interesse focado em identificar alteragdes moleculares do éxon 9
do gene F12, bem como suas regibes flanqueadoras, seus sitios de splicing e limite
(éxon/intron 8 e 9), em pacientes com AEH, e associar as altera¢gdes genéticas
identificadas com os sinais clinicos. Participaram deste estudo 20 pacientes e 4
familiares do Ambulatério de Alergia e Imunologia Pediatrica do Complexo Hospital
de Clinicas, Universidade Federal do Parana, com diagnéstico clinico de
Angioedema Hereditario e com dosagem sérica normal de C1-INH e C4. Foi
coletada amostra sanguinea de cada individuo para a quantificacdo dos niveis
séricos de C1-INH e C4 pelo método de nefelometria e para a amplificagdo da regido
desejada do DNA pela técnica de PCR (Reagéo em Cadeia da Polimerase). Logo
apos, foi realizado o sequenciamento automatico por eletroforese capilar e os
eletroferogramas das sequencias obtidas foram alinhados contra a sequéncia do
gene F12 e analisados através do software GENEIOUS. Em pacientes com AEH
com C1-INH normal, a analise genética € atualmente o unico método que pode
possibilitar o diagnoéstico definitivo. A mutagdo c¢.983C>A em heterozigose
(p.Thr328Lys) foi detectada em 12 pacientes e 3 familiares. Esta mutagdo é
frequentemente encontrada em pacientes com esta forma da doenga em outros
estudos. E, foi encontrado uma nova mutagdo, c¢.799C>T em heterozigose
(p.Arg267Trp) no éxon 8 do gene F12 em uma paciente deste estudo e em seu pai.
A mutagdo recentemente identificada pode influenciar na estrutura molecular e
funcionamento adequado da proteina, € pode ser um caso de penetrancia
incompleta. O baixo indice de histérico familiar no estudo pode ser por pacientes
assintomaticos portadores de mutagbes resultantes de AEH com C1-INH normal,
portanto, a auséncia de histérico familiar ndo deve impedir a busca por diagnostico
através de teste genético. Os casos relatados e publicacbes realizadas trazem a
discussdo a terapéutica de uma situagdo complexa da doenca que pode levar a
obito se nao tratada corretamente.

Palavras-chave: Angioedema. Hereditariedade. Gene F12. Estrogénio. Exoma.



ABSTRACT

Hereditary angioedema (HAE) is a genetic disease of autosomal dominant
origin and is defined by the quantitative and / or functional deficiency of the C1
inhibitor (C1-INH), which causes edema attacks and the involvement of several
organs. It is estimated that its prevalence is 1: 50,000 births, with no differences
between ethnic groups. The HAE with normal C1-INH is rarer, mainly affects women
and stands out for mutations in the F12 gene in the coagulation cascade. The F12
gene encodes the protein FXIlI (Hageman factor), involved in the generation of kinins,
such as bradykinin, promotes the formation of edema and the levels of expression in
the plasma of the FXII protein can be regulated by estrogen, making this
characteristic more striking than HAE with normal C1-INH. This work is focused on
identifying molecular changes in exon 9 of the F12 gene, as well as its flanking
regions, its splicing and boundary sites (exon / intron 8 and 9), in patients with HAE,
and to associate genetic changes with clinical signs. Twenty patients and four family
members from the Pediatric Allergy and Immunology Outpatient Clinic of the Hospital
de Clinicas Complex of the Federal University of Parana participated in the study,
with a clinical diagnosis of Hereditary Angioedema and with normal serum levels of
C1-INH and C4. Blood samples were collected from each individual to quantify serum
levels of C1-INH and C4 by the nephelometry method and to amplify the desired
region using the PCR (Polymerase Chain Reaction) technique. Soon after, automatic
sequencing was performed by capillary electrophoresis and the electropherograms of
the sequences obtained were aligned against the sequence of the F12 gene and
analyzed using the GENEIOUS software. In patients with HAE with normal C1-INH,
genetic analysis is currently the only method that can enable a definitive diagnosis.
The heterozygous ¢.983C> A mutation (p.Thr328Lys) was detected in 12 patients
and 3 family members. This mutation is often found in patients with this form of the
disease in other studies. And, a new mutation, ¢.799C> T, was found in
heterozygosis (p.Arg267Trp) in exon 8 of the F12 gene in a patient in this study and
in her father. The recently identified mutation may influence the protein's molecular
structure and proper functioning, and may be a case of incomplete penetrance. The
low index of family history in the study may be due to asymptomatic patients with
mutations resulting from HAE with normal C1-INH, therefore, the absence of family
history should not prevent the search for diagnosis through genetic testing. The
reported cases and published publications bring to discussion the treatment of a
complex disease situation that can lead to death if not treated correctly.

Key-words: Hereditary. Angioedema. Gene F12. Estrogen. Exoma.
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1INTRODUGAO

O angioedema hereditario (AEH) € uma doenga genética de heranca
autossémica dominante e é definida pela deficiéncia quantitativa e/ou funcional do
inibidor de C1 (C1-INH), que acarreta crises de edema e acometimento de diversos
orgéos (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017). Estima-se que sua prevaléncia seja,
aproximadamente, de 1:50.000 nascimentos, ndo havendo diferengas entre grupos
étnicos (CONITEC, 2018).

Ha trés tipos de AEH (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017): AEH com deficiéncia
quantitativa de C1-INH (anteriormente designado como AEH C1-INH de tipo I); AEH
com disfuncéo de C1-INH (AEH C1-INH de tipo Il); e, AEH com C1-INH normal (AEH
de Tipo Ill). Outra forma descrita € o angioedema adquirido (AEA), que é associado
a doencgas autoimunes e linfoproliferativas (GIAVINA-BIANCHI et al, 2017;
AYGORE-PURSUN e BORK, 2019).

Esta classificagéo € de acordo com a produg¢édo do inibidor de C1 esterase
(C1-INH), que tem funcgéo de inibir a ativagéo proteolitica de C2 e C4, do fator Xll de
coagulacéo (fator de Hageman), bem como a produg¢do de calicreina, plasmina e
bradicinina.

A deficiéncia em C1-INH ocorre em cerca de 85 a 90% dos pacientes e
acarreta inflamagdo descontrolada, além de superprodugcdo e acumulo de
bradicinina (AYGORE-PURSUN e BORK, 2019), causando edema. No AEH com
disfuncdo de C1-INH, parte desta proteina tem sua fungéo alterada e ocorre em 10-
15% dos casos. O AEH com C1-INH normal é mais raro, afeta principalmente
mulheres (associado ao horménio estrogénio) (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017;
BORK et al., 2016) e se caracteriza por niveis e atividade normais do C1-INH e por
mutacdes no gene F12 da cascata de coagulacédo (COSME et al., 2015).

A atividade proteolitica da proteina FXII (fator de Hageman), envolvida na
geracdo de cininas, como a bradicinina, promove a formacéo de edema. Os niveis
de expressado no plasma da proteina FXIl sdo conhecidos por serem regulados por
estrogénio, sugerindo que alteragdes no gene F712 possam estar associadas a causa
da doenga AEH com C1-INH normal (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017, COSME et al.,
2015).

O fator Xl ativado € conduzido para a ativagdo do sistema calicreina-

quinina, sem provocar a coagulacédo (MAAS et al., 2008). A ativagdo do fator XII
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(FXII) resulta na liberagdo da bradicinina (BK), que se liga ao receptor B2 das
células endoteliais, ativando uma cascata de sinaliza¢do intracelular, aumentando a
permeabilidade vascular e causando edema (AAQIB et al., 2019; GIAVINA-BIANCHI
et al., 2017).

O AEH com C1-INH normal, relacionado com a mutagéo do gene F12, ainda
€ pouco conhecido por profissionais da area de saude, gerando diagnosticos
equivocados e, em alguns casos, pacientes morrem por ndo serem tratados
adequadamente pela insuficiéncia de informacéo.

Desta forma, esse trabalho foi focado em pesquisar e aprofundar, com
embasamento cientifico, os conhecimentos sobre essa doenga, fortalecendo
subsidios para que a comunidade cientifica e médica possam, futuramente,
contribuir para o desenvolvimento de novas terapias, visando a sobrevida e melhor

qualidade de vida para as pessoas com AEH.

1.1 JUSTIFICATIVA

Com embasamento cientifico sobre os conhecimentos do AEH, esta
pesquisa fornece subsidios para que a comunidade cientifica e médica possam,
futuramente, auxiliar no desenvolvimento de novas terapias, visando melhor
qualidade de vida para as pessoas com AEH, além de contribuir com o diagnéstico

molecular dos pacientes brasileiros.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Verificar alteracdes moleculares do éxon 9 do gene F72, bem como suas
regides flanqueadoras, seus sitios de splicing e limite (éxon/intron 8 e 9), em
pacientes com AEH.

1.1.2 Objetivos Especificos

eDescrever as caracteristicas clinicas, laboratoriais e genéticas dos

pacientes com AEH; e
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eAssociar as alteragdes identificadas no éxon 9 do gene F72, bem como
suas regides flanqueadoras, seus sitios de splicing e limites (éxon/intron 8 e 9), com

0s sinais clinicos dos pacientes com AEH.
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2REVISAO DA LITERATURA

O angioedema hereditario foi citado pela primeira vez em 1882 pelo médico
Heinrich Ireanus Quincke em seu artigo original “Uberakute Umschriebenes
Hautédem” (traducdo “Edema de pele Agudo”) sobre aparecimentos de edemas
subitos e transitérios, oriundos de um sistema nao inflamatério € nado alérgico
(AAQIB et al., 2019), observados em diversas partes do corpo em varios pacientes.
Sua natureza hereditaria foi estabelecida em 1888 por Osler em relato de casos de
cinco geragdes de uma familia afetada pela doenca.

Em 1917, foi evidenciado o AEH como uma doenga genética de heranga
autossémica dominante, ou seja, os filhos de um paciente possuem 50% de chance
de herdar o alelo alterado (CROWDER e CROWDER, 1917). A partir de 1960, foi
observado que os pacientes que sofriam desta doenga apresentavam deficiéncia
quantitativa e/ou funcional do inibidor de C1 (C1-INH), associando o AEH a alteragéo
bioquimica (DONALDSON e EVANS, 1963), que acarreta crises de edema e
acometimento de diversos 6rgaos (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017).

Riedl (2013) descreve que a manifestagcéo clinica da doen¢a pode envolver
edema na pele e submucosa em regibes da face (FIGURA 1), extremidades
(FIGURA 2), genitélia, orofaringe, laringe, lingua, vias aéreas e trato gastrointestinal
superior acompanhada de nauseas, vémitos, diarreia. Estas crises de angioedema
podem durar cerca de 72 horas em uma frequéncia variada (semanalmente,
mensalmente ou 0s pacientes podem passar periodos longos sem apresentar
edemas). Em casos mais graves, se ndo tratados, asfixia pode ser fatal
Manifestagbes mais raras envolvem cefaleia intensa, em decorréncia de edema
cerebral, reten¢do urinaria ou pancreatite aguda (CIRCARDI et al., 2014; GIAVINA-
BIANCHI et al., 2017).
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FIGURA 1 MANIFESTACAO CLINICA — EDEMA DE FACE

FONTE: Kruk (2019).
LEGENDA: A — Fora de crise, B — Edema de palpebras, C e D - Edema de labios.
Reproducéo de fotos autorizada pela paciente (APENDICE 4).

FIGURA 2 MANIFESTACAO CLINICA — EDEMA DE MEMBROS

FONTE: Kruk (2019). A
Reproducéo de fotos autorizada pela paciente (APENDICE 4).

De acordo com Conitec (Comisséo Nacional de Incorporagéo de Tecnologias
no SUS) (2018), estima-se que a prevaléncia do AEH seja aproximadamente de
1:50.000 habitantes (variando de 1:10.000 a 1:50.000), abrangendo diferentes
grupos étnicos.

Ha trés tipos de AEH (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017):

«Com deficiéncia quantitativa de C1-INH,;

«Com disfuncdo de C1-INH; e

eCom C1-INH normal.

QOutra forma descrita € o angioedema adquirido (AEA), relatado em 1985 por
Geha ef al.,, que se encontra dentro dos diagnédsticos diferenciais e € associado a

doengas autoimunes e linfoproliferativas, em que ha consumo do C1-INH, seja por
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sua ativagao, seja pela producdo de autoanticorpos anti-C1-INH (GIAVINA-BIANCHI
et al., 2017; ZEERLEDER, 2016).

Esta classificagdo considera a produgdo do inibidor de C1 esterase (C1-
INH), que é uma protease de regulagédo da via classica do sistema complemento. O
sistema complemento (SC) é o principal mediador humoral do processo inflamatorio
junto aos anticorpos e é ativado através da via classica e da via alternativa. A via
classica foi assim denominada por ser a primeira descrita e exerce importante papel
tanto nas respostas imune inata e adaptativa. Formam parte dela os componentes
C1, C2, C3 e C4 ativados em cascata (DEGASPERI et al., 2019).

A via classica é ativada por complexos antigeno-anticorpo e imunoglobulinas
agregadas, criando um sitio na porgéo Fc (fragment crystalline) acessiveis a ligagao
com C1q, iniciando-se assim a ativagdo de C1 (FIGURA 3). O C1q é associado a
duas moléculas C1r e C1s (esterases necessarias para a progresséo da ativagao da
cascata) por ligacdes dependentes de calcio (Ca™). Os ions Ca™ sdo essenciais
para prevenir a dissociagdo de C1 esterase de C1q e para C1q continuar ligado a
uma imunoglobulina. O C1q ativado podera, entdo, clivar C4 e C2. O fragmento C2 é
clivado, posteriormente, pela plasmina em um peptideo vasoativo pequeno, a cinina-
C2 (bradicinina), responsavel pela precipitacdo do edema (AAQIB et al., 2019;
DEGASPERI et al., 2019; LU e KISHORE, 2017).

FIGURA 3 ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO

Sistema Complemento

| Ag-Ab |q—|-‘ Clqg ‘
Ca*

Cire Cls

I‘—‘—

Cinina

B
I‘—I‘—

x]

&1

FONTE: O autor (2019).
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O sistema complemento participa dos processos bioloégicos, como, por
exemplo: liberagdo de histamina, vasoconstricdo, contracdo da musculatura lisa e
aumento da permeabilidade dos vasos. A ativagdo descontrolada do complemento
pode levar a formacdo excessiva de mediadores da inflamag&o. Isso normalmente
nao ocorre porque a ativagdo é regulada por varias proteinas, como, por exemplo,
C1-INH, mantendo controle rigoroso da ativacdo (DEGASPERI et al, 2019;
FERREIRA et al., 2019).

O inibidor de C1 esterase tem fungéo de inibir a ativagdo proteolitica de C2 e
C4, inibir a ativacéo do fator Xl de coagulagéo (fator de Hageman), bem como a
producdo de calicreina, plasmina e bradicinina (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017). A
ligacdo de C1-INH a calicreina e a FXIl, envolvidos na produgdo de bradicinina
(AAQIB et al, 2019), previne que essas proteinas sofram ativagdo, e uma vez
ligadas a C1-INH, s&o eliminadas rapidamente na corrente sanguinea.

A deficiéncia de C1-INH acarreta inflamacdo descontrolada, além de
superprodugdo e acumulo de bradicinina. A bradicinina é o principal mediador do
AEH, que se conecta aos receptores B2 das células endoteliais. Isso resulta na
vasodilatacdo e no aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de
plasma das vénulas pés-capilares, causando edema. Pode também provocar a
contragdo da musculatura lisa (MAAT et al., 2018; VERONEZ et al., 2016).

As deficiéncias do SC podem ser genéticas. O defeito genético na sintese
das moléculas (C4 e C2) do sistema complemento também afetara o gene que
modifica as proteinas do complexo principal de histocompatibilidade, levando a uma
resposta imune anormal. A determinag¢do do complemento sérico deve ser feita
quando houver suspeita de algum defeito genético de um dos componentes
(FERREIRA et al., 2019).

O nivel sérico de C4 (FIGURA 4) é utilizado para avaliar a possivel ativagéo
da via classica do complemento e pode ser utilizado como teste de triagem para o
AEH, tendo em vista que a deficiéncia quantitativa ou qualitativa de C1-INH conduz
a ativagdo permanente do sistema de complemento acompanhada pelo consumo de
C4 (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017; FARKAS et al., 2016; KASAMI et al., 2017).



FIGURA 4 DIAGNOSTICO DO ANGIOEDEMA HEREDITARIO
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FONTE: Adaptado de Giavina-Bianchi et al. (2017).

O AEH com deficiéncia quantitativa de C1-INH ocorre em cerca de 85 a 90%
dos pacientes, os quais apresentam diminuicdo da sintese do C1-INH, sendo que
estes baixos niveis séricos sdo responsaveis pelo desencadeamento das crises, e
diminuig¢do da concentracédo de C4 (AYGORE-PURSUN e BORK, 2019). Ja no AEH
com disfuncéo de C1-INH (10-15% dos casos), a produgéo do C1-INH aparece em
quantidades adequadas ou aumentadas, mas parte desta proteina tem sua fungéo
alterada. Por conseguinte, ha um problema funcional e qualitativo da enzima. A
concentragéo de C4 também se encontra diminuida neste tipo de AEH.

No angioedema adquirido (AEA), paraproteinas (globulinas anormais)
induzem a ativagéo e ao consumo dos componentes do complemento. Portanto, a
determinagédo do nivel de C1q pode ajudar a diferenciar o AEH com deficiéncia
quantitativa de C1-INH do AEA. Para o AEH com deficiéncia quantitativa de C1-INH,
os niveis de C1qg sdo normais, enquanto que para o AEA estes niveis sdo baixos
(FARKAS et al., 2016).

Por fim, o AEH com C1-INH normal, descrito pela primeira vez em 2000, &
mais raro, afeta principalmente mulheres e se caracteriza por niveis e atividade
normais do C1-INH e C4 (BINKLEY e DAVIS, 2000; BORK et al., 2000). Sendo
assim, o que distingue esse tipo de angioedema sdo mutagcées no gene F712 da

cascata de coagulacdo. Este grupo engloba doencas com diferentes etiopatogenias,
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tendo sido identificados disturbios do sistema de coagulagdo e associagbes com o
sistema enddcrino (COSME et al,, 2015, BORK ef al., 2016; BESTCHEL et al.,
2019).

O inicio dos sintomas, no AEH com C1-INH normal, é geralmente tardio. O
curso da doenca tende a ser benigno e o acometimento de edema de face € mais
frequente. Ocasionalmente, observa-se a presenga de purpuras nos locais de
edema (AAQIB et al., 2019; VERONEZ et al., 2017). A associagdo da doenga com o
género feminino e o hormédnio estrogénio é a caracteristica do AEH com C1-INH
normal. Niveis elevados de estrogénio, como na gravidez ou com 0 uso de
contraceptivos orais, sdo fatores desencadeantes para crises de edema nesse tipo
de AEH, bem como estresse e periodos menstruais (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017,
VALENCIA et al., 2018). Pacientes que necessitam de contracepg¢do devem receber
apenas progesterona.

Riedl (2013) relata que alteragées no gene F12 podem ser consideradas
como o fator desencadeante para AEH com C1-INH normal. A atividade proteolitica
da proteina FXII (fator de Hageman) gera cininas, como a bradicinina, que promove
a formacgédo de edema.

Os niveis de expressdo da proteina FXIl no plasma s&o conhecidos por
serem regulados por estrogénio, sugerindo que alteragdes no gene F712 podem estar
associadas a causa da doengca AEH com C1-INH normal. O fator de coagulagéo XlI
é codificado pelo gene F12. A FXII foi identificada em 1955 (RATNOFF e COLOPY,
1955), quando o plasma de um individuo assintomatico, John Hageman, foi
observado tendo um tempo de coagulagéo prolongado devido a uma deficiéncia.

O gene F12 foi mapeado em 5g35.3 (FIGURA 5). Utilizando analises com
enzimas de restricdo na sequéncia de DNA, foi determinado que o gene F12 tem
aproximadamente 12 kb de comprimento e contém 14 éxons, produzindo um
transcrito de 2.049 pb, e traduzindo uma proteina de 615 aminoacidos (FIGURA 6).
Os éxons codificam os dominios funcionais da proteina. A organizagdo do gene,
limites intron/éxon, é semelhante a dos genes da familia de serina protease dos

ativadores de plasminogénio.
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FIGURA 5 LOCALIZAGAO DO GENE F72 NO CROMOSSOMO 5Q35.3
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FONTE: Disponivel em <https://ghr.nim.nih.gov/gene/F 12#location> (2019).

FIGURA 6 GENE F12 COM 14 EXONS
_Hm Bl EEEAIEER LB !
FONTE: Disponivel em

<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000131187;r=5:17740
2140-177409576;t=ENST00000253496> (2015).

(&3

Bork et al. (2000) descreveram a presenca da mutacao causadora de AEH
com C1-INH normal na regido cromossémica 5q35. Em 2006, Dewald e Bork
relataram duas mutagcdes de sentido trocado no éxon 9, do gene F712, designadas
como ¢.983 citosina>adenina e ¢.983 citosina>guanina, envolvendo uma
substituicao de treonina para lisina; e uma substituicdo de treonina para arginina:
p.Thr328Lys e p.Thr328Arg, respectivamente.

Posteriormente, duas outras mutacdes foram identificadas em pacientes com
AEH com C1-INH normal, sendo uma a delecdo de 72 pares de bases
(c.971_1018+24del72) (BORK et al., 2011) e a outra, uma duplicacao de 18 pares de
bases (¢.892_909dup) (KISS et al., 2010), que codifica uma sequéncia repetida de 6
aminoacidos, também no éxon 9 do gene F12 (FERRARO et al., 2015).

O fator XIl é o zimogénio do fator Xlla, que € uma serina protease codificado
pelo gene F12. O zimogénio FXII é ativado pelo contato com superficies carregadas
negativamente, o que da origem ao nome da cascata “sistema de ativacdo por
contato” (FIGURA 7).


https://ghr.nlm.nih.gov/gene/F12%23location
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/%c3%89xons?db=core;g=ENSG00000131187;r=5:17740%e2%80%a82140-177409576;t=ENST00000253496
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/%c3%89xons?db=core;g=ENSG00000131187;r=5:17740%e2%80%a82140-177409576;t=ENST00000253496
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FIGURA 7 SISTEMA DE ATIVACAO POR CONTATO
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FONTE: O autor (2019).

In vitro, essas superficies carregadas negativamente podem ser fosfolipidios
liberados de plaquetas ativadas e células danificadas. Maas et al. (2008)
observaram que o fator Xll “in vitro” & ativado por proteinas amorfas, incluindo a
amiloide (APP), transtirretina (TTR), albumina e hemoglobina.

In vivo, foi demonstrado que a FXIl ativada esta ligado a ativacéo
plaguetaria. A proteina FXlla cliva pré-calicreina plasmatica, para originar a
calicreina plasmatica, que por sua vez, gera bradicinina. O inibidor C1 controla essa
cascata inativando a FXlla e calicreina plasmatica (AAQIB et al., 2019).

O fator Xll ativado (FXlla) é conduzido para a ativagao do sistema calicreina-
quinina (FIGURA 8), sem provocar a coagulagdo. Esse € o ponto inicial da via
intrinseca da coagulagdo e do sistema calicreina-cinina por ativagcdo da pré-
calicreina em calicreina. Apds a ativacdo do fator Xll, a calicreina € formada no
sangue de pacientes com amiloidose sistémica, que é marcado pelo acumulo e

deposicéo de proteinas plasmaticas malformadas nos 6rgéos e tecidos.
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FIGURA 8 ATIVIVACAO DO SISTEMA CALICREINA-CININA
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FONTE: Giavina-Bianchi et al. (2017).
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muscular; HKa — HK livre de BK; KK — calicreina plasmética; PK- pré-calicreina
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A ativagdo do fator Xl (FXII) resulta na liberagdo da bradicinina (BK), que se
liga ao receptor B2 das células endoteliais, ativando uma cascata de sinalizagéo
intracelular que culmina no aumento da liberagcdo de prostaglandinas (PG) e 6xido
nitrico (NO), responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular e edema
(AAQIB et al., 2019; GIAVINA-BIANCHI et al., 2017).

Maas et al. (2008) também postularam um papel protetor para o fator XlI, por
meio da ativacdo por agregados de proteinas e a ativagdo do sistema calicreina-
cinina, que regula a inflamagcdo e a pressdo sanguinea. Estas observacdes
confirmaram que o sistema calicreina-cinina e a via intrinseca da coagulagéo podem
ser regulados diferencialmente pela FXIl e podem ser ativados independentemente

um do outro.
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3METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Pesquisa Transversal de Campo.

3.2 SUJEITOS

Grupo de Pacientes: fazem parte deste grupo pacientes com Angioedema
Hereditario do género feminino € masculino, do ambulatério de Alergia e Imunologia
Pediatrica do Complexo Hospital de Clinicas, Universidade Federal do Parana.

Grupo de Comparagédo: fazem parte deste grupo familiar de primeiro e
segundo grau dos pacientes, que aceitaram participar da pesquisa, com ou sem

Angioedema Hereditario.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos os pacientes do Ambulatorio de Alergia e Imunologia Pediatrica do
Complexo Hospital de Clinicas, Universidade Federal do Parana, com diagndstico
clinico, histérico familiar ou n&o de Angioedema Hereditario e com dosagem sérica
normal de C1-INH e C4, que compareceram ao ambulatério no periodo de julho de
2016 a julho de 2019. Todos os participantes de ambos 0s grupos leram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)/Termo de
Assentimento Informado Livre e Esclarecido (TAILE) (destinado para adolescentes e

criangas).

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos deste estudo, pacientes com AEH com deficiéncia ou
disfuncdo de C1-INH.
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3.5 OBTENCAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/
TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Os pais, responsaveis ou o proprio paciente tomaram conhecimento dos
objetivos e procedimentos que foram realizados e assinaram um TCLE/TAILE
(APENDICE 1 E 2).

Para a obtengdo do TCLE/TAILE, os pesquisadores entregaram o mesmo
em uma data previamente marcada, em que os pacientes, responsaveis ou o préprio
paciente compareceram ao Hospital de Clinicas, UFPR. Os pesquisadores
procederam a leitura do TCLE, sanando eventuais duvidas. Caso estivessem de
acordo, deveriam assina-los em duas vias. Uma via ficou de posse dos

pesquisadores e a outra do pai/méae, responsavel legal e/ou préprio paciente.

3.6 RESPONSABILIDADES DOS PESQUISADORES E CONFIDENCIALIDADE

O estudo respeitou a Resolugdo 466/12, do Conselho Nacional de Saude,
que trata de pesquisa em seres humanos.

Os pesquisadores asseguram que o carater anénimo dos pacientes foi
mantido e que suas identidades foram protegidas frente a pessoas ndo autorizadas.
Os pesquisadores mantiveram um registro de inclusédo dos pacientes, mostrando
codigos, nomes e enderecos para uso proprio. Igualmente, os formularios de Termo
de Consentimento e Assentimento, assinados pelos pacientes, pais ou responsaveis
legais, foram mantidos pelo pesquisador em confidéncia restrita, reunidos em um

unico arquivo.

3.7 COLETA DE SANGUE

Foram coletados 10 mL de amostra sanguinea de cada individuo, por meio
de agulhas de calibre 22, indicadas para uso em adultos. Em casos de crian¢a ou
adulto com veias menos calibrosas foram utilizadas agulhas de calibre 24. O sangue
foi aspirado para dentro da seringa por meio da pressdo negativa minima. Apos a
coleta, aplicou-se presséo diretamente no local da pung¢do, com algoddo ou gaze

estéril, mantendo o brago reto ou um pouco elevado.
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O sangue coletado foi dividido em dois frascos etiquetados. Cada frasco
recebeu 5 mL de amostra sanguinea, sendo 5 mL de sangue venoso sem
anticoagulante e 5 mL de sangue venoso com anticoagulante (EDTA — acido etileno
diaminotetracético - Vacuette EDTAK3®). A amostra sanguinea com anticoagulante
foi misturada suavemente, realizando inversado do frasco por quatro ou cinco vezes,
sem realizar agitacdo do mesmo para evitar hemolise. Em seguida, seguiram para o
processo de extracdo de DNA.

As amostras coletadas sem o anticoagulante foram, entdo, centrifugadas a
2000 r.p.m. por 15 minutos e tiveram o soro separado e aliquetodado em microtubos
com capacidade de 0,5 mL. As aliquotas foram armazenadas a -20°C até o

momento das analises laboratoriais imunoquimicas.

3.7.1 Quantificagéo dos Niveis Séricos de C1-INH e C4

Para o presente estudo, realizou-se a quantificagdo dos niveis séricos de
C1-INH e C4 (TABELA 1), pois se trata de um diagnéstico essencial no critério de

inclusdo para o estudo.

TABELA 1 METODOS E VALORES DE REFERENCIA PARA CADA COMPLEMENTO

Dosagem Método Valores de Referéncia
C1-INH Quantitativo Nefelometria 0,21 a 0,39 mg/dL
C1-INH Funcional Nefelometria 80 a 130%

C4 Nefelometria 0,1a0,4 mg/dL

FONTE: O autor (2019).

3.8 ANALISES MOLECULARES

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Genética e
Biologia Molecular do Centro Universitario — UNIBRASIL e no Laboratério de
Biologia Molecular e Diagnéstico Molecular de Doengas Lisossdmicas da
Universidade Federal de S&o Paulo - UNIFESP em parceria com a Universidade
Federal do Parana — UFPR.
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3.8.1 Extragcdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com a instrucdo do Kit de
Extracdo Kasvi Mini Spin Plus (2016), logo apds a coleta para maiores rendimento e
qualidade de DNA.

O kit permite a obtencdo de DNA gendmico com pureza A260/280 entre 1.60
e 1.90 e concentragéo tipica de 40-60ng/uL. Devido a alta pureza, o DNA gendémico
extraido é préprio para uso de PCR e sequenciamento, tendo permanecido
armazenado a -20°C para uso subsequente.

Todos os componentes do kit (TABELA 2) foram armazenados em
temperatura ambiente (18-25°C) e utilizados antes da data de validade do mesmo. A
Proteinase K — Tipo L, depois de reconstituida, foi armazenada a -20°C. Durante
armazenagem, um precipitado branco formou-se no Tampé&o de Lise S que foi

facilmente dissolvido, incubando o frasco a 70°C antes do uso.

TABELA 2 COMPOSICAO DE REAGENTES DO KIT

INFORMAGOES PRINCIPAIS 50 EXTRAGOES
Tampéo de Lise S 11 Ml

Tampéo de Lavagem Sl 27 mL

Tampéo de Lavagem SlI (Concentrado) 6,5 mL

Tampéo de Eluicdo S 11 mL
Proteinase K — Tipo L 30 mg

Tampéo Proteinase 1,5mL

Tubo Spin S 50 unid

Tubos de Coleta 100 unid

Tubo de Eluicdo S 50 unid

FONTE: Manual Kasvi (2016).

O uso de EPIs (Equipamentos de Protecdo Individual) para este
procedimento foi indispensavel para seguran¢a do pesquisador e para evitar
contaminagdo, assim, como, pelo mesmo motivo, sempre se trocou as ponteiras
entre as transferéncias de liquidos. Toda centrifugagéo foi realizada em temperatura
ambiente.

Alguns procedimentos basicos foram realizados para isolar e purificar o DNA
(FIGURA 9). As etapas s&o apresentadas a seguir:

eLise da amostra por meio da incuba¢do da amostra de sangue total, em
uma solugdo caotrdpica na presenga de Proteinase K;

elLigacdo de DNA genémico & membrana do tubo pela adicdo do etanol ao
lisado;
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eLavagem da membrana e eliminagdo do etanol para remover os
contaminantes; e
eEluicdo do DNA gendmico sob condi¢ées de baixa for¢a ibnica em um

tampéo de eluigdo ligeiramente alcalino.

FIGURA 9 ETAPAS DA EXTRACAO DE DNA

w R R
Ligacao do Lavagem Eluicao do DNA

DNA na Coluna
[Tubo Spin Plus)

Lise do Material

FONTE: Disponivel em <http://kasvi.com.br/a-extracao-de-dna/> (2018).

Antes de iniciar o protocolo, prepararam-se os reagentes conforme quadro
(TABELA 3) abaixo:

TABELA 3 PREPARO DE REAGENTES

REAGENTE 50 EXTRAGCOES
~ 6,5 mL
Tampéo de Lavagem SlI (concentrado) Adicionar 26 mL de Etanol 96-100%
30 mg

Proteinase K Adicionar 1,35 mL de Tampao Proteinase

FONTE: Manual Kasvi (2016).

3.8.2 Amplificacéo do éxon 9 do gene F12

A amplificagdo do fragmento de interesse do gene F12 foi realizada pela
técnica da PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). Esta técnica, descrita por Saiki
et al. (1986), possibilita a amplificacdo de uma pequena sequéncia de DNA por meio
do uso de dois iniciadores, que flanqueiam a regido do DNA a ser amplificada. Para
o presente estudo, foram utilizados os seguintes iniciadores (DUAN, BINKLEY e
ROULEAU, 2009): Sense 5-ACACCAAGGCAAGCTGCTAT-3’; e, Anti-Sense 5-
GCTGGCCGGAATCTAGCTC-3..

A reacdo foi realizada em termociclador (Veriti Thermal Cycler), com

repetidos ciclos de desnaturagdo térmica do DNA, hibridagdo dos iniciadores em
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temperaturas adequadas e a extensao da nova fita de DNA promovida pela enzima
Taq DNA polimerase, levando ao acumulo exponencial da sequéncia do DNA alvo.

As reagbes foram realizadas com um volume final de 20 pL, contendo 200
ng de DNA gendmico; 0,2 mM de DNTPs e 20 pmol de cada iniciador especifico, em
uma solugdo tampéao contendo 10 mM de Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM de KCI 0,01%
gelatina e 1 U de Taq polimerase Gold (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA) e
1,5 mM de MgClI2.

Os iniciadores foram selecionados de acordo com a técnica a ser utilizada e,
por amplificarem uma regido do gene propria para a pesquisa. Neste estudo, foi
amplificado o éxon 9 do gene F712 do sistema de coagulagdo, bem como suas
regides flanqueadoras, seus sitios de splicing (intron 9) e limites (éxon/intron 8). O
programa de amplificagdo empregado foi especifico para a reagcdo de PCR

realizada, conforme quadro abaixo (TABELA 4):

TABELA 4 CICLAGEM DA PCR

PCR Ciclagem

Passo 1 Aquecimento 94-C — 8 min.
Desnaturacao 94-C — 30 seg.

Passo 2 Anelamento 60-C — 30 seg. 30 ciclos
Extenséo 72-C — 30 seg.

Passo 3 Extenséo 72°C — 7 min.

Passo 4 Desnaturacao 94-C — 5 min.

Passo 5 Anelamento 60-C — 5 min.

Passo 6 Resfriamento 4-C

FONTE: O autor (2016).

3.8.3 Eletroforese para Controle de Amplificagéo

A anédlise do produto de PCR foi realizada em Eletroforese em Gel de
Agarose 1% (SANGUINETTI, 1994), no aparelho Applied Biosystems 3500 Genetic
Analyzer (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), em uma
amperagem de 400mA de 120v a 40 minutos e corado para visualizagdo em
Brometo de Etidio 0,8 yg/mL. O gel de agarose tem a finalidade de confirmar a

eficacia da reagdo de PCR e o tamanho dos fragmentos amplificados.
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3.8.4 Sequenciamento

Foi realizado o sequenciamento do fragmento de DNA, amplificado por PCR
de 533pb, compreendendo o éxon 9 do gene F712, bem como suas regides
flanqueadoras, seus sitios de splicing e limites (éxon/intron 8 e 9). Inicialmente, os
produtos da reagdo de PCR foram purificados pela enzima EXOSAP (éxonuclease |
+ fosfatase alcalina) e pela enzima de purificagdo de produto de PCR (Affymetrix,
Cleveland, Ohio, EUA).

O principio baseou-se na acdo de duas enzimas hidroliticas: a Exonuclease |
obtida de Escherichia coli, que agiu degradando residuos de material genético de fita
simples como primers e outros DNA de fita simples inespecificos; e a enzima
alcalino fosfatase do camaréo, que removeu dNTPS residuais produtos da PCR.

Para tal, foram adicionados 2uL da enzima a 5uL do produto da reacéo de
sequenciamento, que, entdo, foram mantidos a 37°C, por 15 minutos, para degradar
o excesso de oligonucleotideos e nucleotideos da reac&o. Posteriormente, as
amostras foram mantidas a 80°C por 15 minutos, para a inativagdo da enzima
ExoSAP-IT USB (GE) (TOLEDO, 2008). Em seguida, foi utilizado o kit Big Dye TM
Terminator V3 (Applied Biosystems).

Ato continuo, os produtos da rea¢&o de sequenciamento foram submetidos
ao sequenciamento automatico por eletroforese capilar, no equipamento ABI 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), e os eletroferogramas das sequencias
obtidas foram alinhados contra a sequéncia do gene F12, depositada no GenBank
(Accession Number NG_007568). Foi analisado o éxon 9, bem como suas regiées
flanqueadoras, seus sitios de splicing (intron 9) e limites (éxon/intron 8).

Para andlise dos eletroferogramas dos resultados do sequenciamento

automatico, foi utilizado o software GENEIOUS.

3.9 ANALISES DOS DADOS

Os dados coletados a partir dos prontuarios dos pacientes foram
armazenados em arquivos digitais (Excel®) dos integrantes da equipe desta
pesquisa (APENDICE 7). As frequéncias alélicas de cada uma das muta¢des foram

comparadas com frequéncias relativas obtidas na literatura especifica da area, por
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meio do teste de Qui-quadrado (X?) de Yates, considerando a significancia de
p<0,05.

As frequéncias alélicas obtidas na literatura especidica da area foram
observadas em registros para a populagédo brasileira e europeia, em bases de dados
ENSEMBL e ABRAOM. As bases de dados sdo sites onde se lozalizam todas as
informacbes j& obtidas em outras pesquisas publicadas em revistas e artigos

cientificos.
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4RESULTADOS

Foram abordados (GRAFICO 1) para a explicacdo da pesquisa 45 pacientes
e 25 familiares com Angioedema Hereditario em ambos os sexos e todos aceitaram
participar da pesquisa mediante assinatura do TCLE/TAILE. Destes, foram coletadas
amostras de sangue periférico e foi preenchido, pelo pesquisador, um questionario

com atualizagéo das caracteristicas clinicas apresentadas.

GRAFICO 1 DISTRIBUICAO DOS PARTICIPANTES

otal de participantes
com AEH: 70
(PaC|entes

Total de participantes otal de participantes| otal de participantes otal de participantes
com deficiéncia de C1- com disfungéo de C1- com C1-INH normal: sem diagndstico: 10
INH: 34 (Paaentes INH: 2 (Pacientes: 24(PaC|entes (Paaentes
2/Familiar: 0) :

FONTE: O autor (2020).

Para o presente estudo, 20 pacientes e 4 familiares (sendo 3 familias ndo
relacionadas) (ANEXO 5) com diagnésticos de AEH com C1-INH normal foram
selecionados para avaliagdo genética para mutagdes no éxon 9 do gene F712, bem
como suas regides flanqueadoras, seus sitios de splicing e limites (éxon/intron 8 e
9).

4.1 ANALISE DE SINAIS E SINTOMAS

Todos os prontuarios dos participantes foram avaliados. A histéria familiar foi
um fator relevante para inclusdo no estudo. No entanto, sua auséncia nao foi um
critério de exclusdo, uma que vez que o familiar assintomatico pode ser portador do
gene mutado. Ou seja, membros da familia sintomaticos (3/4) e assintomaticos (1/4)
também foram avaliados.

Todas as 20 pacientes do presente estudo sdo do género feminino, e idade
entre 18 e 59 anos, com o inicio dos sintomas relatado, geralmente, na adolescéncia
(o inicio dos sintomas clinicos ocorreu na primeira década de vida em 3 pacientes,

na segunda década em 11 pacientes e, posteriormente, em 7 pacientes). A
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frequéncia de apresentacdo dos sinais clinicos era até 2 vezes ao més, com
durac&o, em média, 96 horas.

Os quatro familiares, 3 do género feminino e 1 do género masculino,
apresentaram idades entre 45 e 79 anos, com inicio dos sintomas relatada por 1 na
infancia, 2 na fase adulta e um é assintomatico. A frequéncia de apresentagéo dos
sinais clinicos nao foi identificada pelos familiares, mas os edemas persistiram por
até 72 horas.

Quanto ao tratamento dos sintomas, trés pacientes fizeram tratamento com
Danazol®, medicamento profilatico em longo prazo para angioedema hereditario, e
os demais participantes fazem, atualmente, uso de medicamentos apenas se
necessario (trés participantes gestantes fizeram uso do inibidor de C1-INH derivado
de plasma humano 1000U (Berinert®) momentos prévios ao parto).

Os participantes também relataram desencadeamento dos sintomas por
situacbes de estresse emocional, periodos menstruais ou por ocasido de uso de
contraceptivos orais com estrogénio, resultando em problemas emocionais,
depress&o em alguns casos e impacto econdmico em suas vidas.

Quanto aos sinais e sintomas caracterizando o AEH com C1-INH normal

estio apresentados para o grupo paciente (TABELA 5) a seguir:

TABELA 5 DISTRIBUICAO DE SINAIS E SINTOMAS DO GRUPO DE PACIENTES (n=20)

EDEMA EDEMA

EDEMADE EDEMA DOR - A
% DE DE DIARREIA VOMITOS
MEMBROS DEFACE GENITAS GLOTE ABDOMINAL
EDEMADE
MEVBROS 60 12 12 4 8 8 5 5
EDEMADE
FACE 100 12 20 4 12 10 5 5
EDEMADE
GENTAS 2 4 4 4 3 4 2 3
EDEMADE
GLOTE 60 8 12 3 12 8 3 4
DOR
ABDOMINAL 50 8 10 4 8 10
DIARREIA 25 5 5 2 3 4 5
VOMITOS 25 5 5 3 4 4 2 5

FONTE: O autor (2019).

No grupo comparador, 1 familiar relatou edema de membros, edema de face
e dor abdominal; 2 familiares relataram edema de face; e, 1 familiar é assintomatico.
Nos participantes do presente estudo, ndo foi relatado e nem observado

angioedema com urticaria associada.
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4.2 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS SERICOS C1-INH E C4

Quanto a quantificacdo dos niveis séricos C1-INH e C4, tais avaliagbes
foram realizadas e foram firmadas nos prontuarios com resultados normais,

conforme tabelas 6 e 7:

TABELA 6 PRONTUARIOS DO GRUPO PACIENTES

C1-INH Quantitativo C1-INH Funcional C4

(21 a 39 mg/dL) (80 a 130%) (10 a 40 mg/dL)
P1 21 NORMAL 36
P2 35,6 125,60% NORMAL
P3 28,8 NORMAL 19
P4 28 NORMAL 22
P5 26,6 NORMAL NORMAL
P6 NORMAL NORMAL NORMAL
P7 21 NORMAL 27
P8 29,3 NORMAL 31,6
P9 28 92% 23
P10 37 NORMAL 21
P11 NORMAL 91,3 22
P12 NORMAL NORMAL NORMAL
P13 21 81,30% 13
P14 NORMAL NORMAL NORMAL
P15 NORMAL NORMAL NORMAL
P16 24,7 88% 40
P17 NORMAL NORMAL 10
P18 30,2 112,9% 33
P19 37,5 130% 40
P20 36 NORMAL 40

FONTE: O autor (2020).

TABELA 7 PRONTUARIOS GRUPO COMPRACAO

C1-INH Quantitativo C1-INH Funcional C4
(21 a 39 mg/dL) (80 a 130%) (10 a 40 mg/dL)
F1 21 85% 27
F2 NORMAL NORMAL NORMAL
F3 NORMAL NORMAL NORMAL
F4 NORMAL NORMAL NORMAL

FONTE: O autor (2020).

4.3 ANALISE MOLECULAR

A andlise molecular deste trabalho foi realizada para 15 pacientes, visto que
apenas estes fizeram o sequenciamento. Os outros 5 pacientes n&o realizaram o
sequenciamento, pois, previamente, foi realizado a verifagdo da banda, que
compreende um fragmento de DNA amplificado de 533pb, em Gel de Agarose 1%, e

nao foi identificado nestes pacientes. Portanto, estes foram excluidos da amostra
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para fins de andlises moleculares (GRAFICO 2), mas permaneceram na avaliac&o

clinica.

GRAFICO 2 TRIAGEM PARA AVALIACAO MOLECULAR
AVALIAGAO CLINICA

(Pacientes: 20/Familiares: 4)

COLETA DE SANGUE

EXTRAGAO DE DNA

PCR

ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE 1%

SEQUENCIAMENTO
(Pacientes: 15/Familiares: 4)

FONTE: O autor (2020).

4.4 ELETROFORESE PARA CONTROLE DE AMPLIFICACAO E
SEQUENCIAMENTO

Para a andlise molecular do gene F12, foi realizada PCR (Reagédo de Cadeia
da Polimerase) e Eletroforese em Gel de Agarose 1%. Na Eletrofose, identificou-se a
presenca de um fragmento de DNA amplificado de 533 pb, compreendendo o éxon 9
do gene F12, bem como suas regides flanqueadoras, em 15/20 pacientes e em 4/4
familiares (FIGURA 10).

FIGURA 10 ELETROFORESE EM AGAROSE EM 1%

533p

FONTE: O autor (2018).
O sequenciamento do fragmento de DNA amplificado, por PCR, de 533 pb

estio apresentados conforme tabelas 8 e 9:
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TABELA 8 RESULTADOS DOS SEQUENCIAMENTOS DO GRUPO DE PACIENTES

(continuacéo)

Variantes Patogénicas

Variantes Comuns

Variantes de Efeito

Pagientes (éxon 9) (intron 9) Desconhecido
€.1018+19delG em
¢.983 C>A em heterozigose homozigose
P (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em blenbui Sreerirada
homozigose
€.1018+19delG em
heterozigose
P2 Nenhuma Encontrada c1019-28T>C em Nenhuma Encontrada
heterozigose
¢.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
P3 (p.Thr328Lys) c1019-28T>C em Nenhuma Encontrada
homozigose
€.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
P4 (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em Nenhuma Encontrada
homozigose
€.1018+19delG em
¢.983 C>A em heterozigose homozigose
PS (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em Nenhuma Encontrada
homozigose
€.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
P6 (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em Nenhuma Encontrada
homozigose
¢.1018+19delG em
homozigose
P7 Nenhuma Encontrada c1019-28T>C em Nenhuma Encontrada
homozigose
€.1018+19delG em
¢.983 C>A em heterozigose heterozigose
Fe (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em Nenkume Enceriera
heterozigose
¢.1018+19delG em * Exon 8
€.983 C>A em heterozigose homozigose .
P9 (p.Thr328Lys) c1019-28T>C em €.799C>T em heterozigose
. (p-Arg267Trp)
homozigose
€.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
P (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em hemhuma Enconiada
homozigose
¢.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
P11 (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em bienbime Enegrivada
homozigose
€.1018+19delG em
¢.983 C>A em heterozigose homozigose
P2 (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em blenbui Sreerirada
homozigose
P13 Nenhuma Encontrada €.1018+19delG em Nenhuma Encontrada
homozigose
¢.1019-28T>C em
homozigose
P18 €.983 C>A em heterozigose €.1018+19delG em Nenhuma Encontrada

(p.-Thr328Lys)

heterozigose
¢.1019-28T>C em
heterozigose
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TABELA 8 RESULTADOS DOS SEQUENCIAMENTOS DO GRUPO DE PACIENTES
(conclus&o)

Variantes Patogénicas Variantes Comuns Variantes de Efeito

Pacientes

(éxon 9) (intron 9) Desconhecido
€.1018+19delG em
¢.983 C>A em heterozigose homozigose
P12 (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em blenbui Sreerirada
homozigose

Fonte: O autor (2019).

TABELA 9 TABELA 9 RESULTADOS DOS SEQUENCIAMENTOS DO GRUPO DE COMPARACAO

Variantes Patogénicas (éxon

Variantes Comuns

Variantes de Efeito

Pacientes 9) (intron 9) Desconhecido
¢.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
F (p.Thr328Lys) .1019-28T>C em Nenbuma Encentrasia
homozigose
€.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
F2 (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em hemhuma Enconiada
homozigose
¢.1018+19delG em
€.983 C>A em heterozigose homozigose
R (p.Thr328Lys) c.1019-28T>C em bienbime Enegrivada
homozigose
¢.1018+19delG em e
heterozigose Bxan 8
F4 Nenhuma Encontrada c.1019-28T>C em €.799C>T em heterozigose
(p-Arg267Trp)

heterozigose

FONTE: O autor (2019).

Segundo, Dewald e Bork (2006), a variante c.983C>A leva a troca de
aminoacido p.Thr328Lys no fator Xll, & associada ao AEH e considerada como
clinicamente importante (alteracéo patogénica). Esta variante foi observada em 12
pacientes e 3 familiares (GRAFICO 3). As variantes comuns c¢.1018+19delG
(rs35966430) e ¢.1019-28T>C (rs17876031) encontradas s&o consideradas
clinicamente ndo patogénicas para o AEH e encontram-se em regido ndo codificante
(intrdnica) (STENSON et al., 2008; BORK, 2013; SHERRY et al., 2001).

A variante ¢.799C>T (rs776688962), encontrada em heterozigose, leva a
troca de aminoacido p.Arg267Trp no fator Xll, ou pode ainda afetar o mecanismo de
splicing, por estar localizada na penultima base do éxon 8. Esta alteracao,
observada em 1 paciente e em 1 familiar (GRAFICO 3), ndo estd descrita nos
bancos de dados consultados como associada ao AEH e trata-se de uma nova
mutacdo identificada. Esta alteragéo é descrita no dbSNP com a frequéncia para
alelo T= 0,00002/1 (MinorAlleleFrequence — MAF obtida do ExAC), sendo o alelo T

extremamente raro nas populagdes estudadas. Esta alteracdo € prevista como
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provavelmente patogénica pelo software PlyPhen-2 (HumVar score = 1000) e
MutationTaster (prob: 0.8652) (SHERRY et al., 2001).

GRAFICO 3 DISTRIBUICAO DOS PARTICIPANTES DO AEH COM C1-INH
4 A

Total de participantes com SNP
silencioso no gene PLG: 7
(Pacientes: 7/Familiares: 0)

\. v

4 N

Total de participantes com
mutagdo no éxon 8 de gene
F12: 2 (Pacientes: 1/Familiar: 1)

Total de participantes com C1- L y
INH normal: 24 (Pacientes:
20/Familiares: 4) [ kb

Total de participantes com
mutagao no éxon 9 do gene
F12: 15 (Pacientes:
12/Familiares: 3)

Total de participantes sem
mutacdo encontrada: 2
(Pacientes: 2/Familiar: 0

\ J
FONTE: O autor (2020).

Em outro estudo de nosso grupo, foi analisado um SNP silencioso no gene
PLG em 7 pacientes, sendo que um paciente (P10) também possui a mutagdo no
éxon 9 do gene F712. Assim como, o paciente (P9) que possui mutagdo na penultima

base do éxon 8 do gene F72, também possui mutagdo no éxon 9 do mesmo gene.

4.5 ANALISE DE ELETROFEROGRAMAS

A andlise dos eletroferogramas (FIGURAS 11, 12) foi realizada para todos
os 15 pacientes e 4 familiares. Foram observadas duas variantes: a variante
€.983C>A, que leva a troca de aminoacido p.Thr328Lys, e a variante ¢.799C>, que

leva a troca de aminoacido p.Arg267trp no fator XII.



FIGURA 11 VARIANTE ¢.799C>T NO EXON 8 DO GENE F12
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FONTE: O autor (2019).

FIGURA 12 VARIANTE ¢.983C>A NO EXON 9 DO GENE F12

e e E AR O T A CECAMGAC D LG CAC CC CECC T E ARG TE
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FONTE: O autor (2019).
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia da variante rs118204456 [c.989C>A em heterozigose
(p.Thr328Lys)] no éxon 9 no gene F12 no presente estudo foi comparada com as
frequéncias registradas para a populagéo brasileira e europeia, em bases de dados
ENSEMBL e ABRAOM (TABELA 10):

TABELA 10 INCIDENCIA DA VARIANTE RS118204456

Estudo ABRAOM ENSEMBL
G 18 - 1006
A 12 - 503
Frequéncia do Alelo A 66,66% - 50%

p = 0,565659

FONTE: O autor (2020).

A frequéncia da variante rs776688962 [c.799C>T em heterozigose
(p.Arg267Trp)] no éxon 8 no gene F12 no presente estudo foi comparada com as
frequéncias registradas para a populagéo brasileira e europeia, em bases de dados
ENSEMBL e ABRAOM (TABELA 11).

TABELA 11 INCIDENCIA DA VARIANTE RS776688962

Estudo ABRAOM ENSEMBL
G 29 1214 -
T 1 2 -
Frequéncia do Alelo A 3,44% 0,16% -

N&o foi possivel calcular p

FONTE: O autor (2020).

As frequéncias das variantes comuns c¢.1018+19delG (rs35966430) e
¢.1019-28T>C (rs17876031) no intron 9 no gene F12, também foram comparadas
entre os dados do estudo, ENSEMBL e ABRAOM (TABELA 12, 13, 14). Estas
variantes encontradas sdo consideradas como clinicamente n&o patogénicas para o
AEH e encontra-se em regido n&o codificante (intrénica) (STENSON ef al., 2008;
BORK, 2013; SHERRY et al., 2001).

TABELA 12 FREQUENCIA DAS VARIANTES COMUNS
(continuacéo)

¢.1018+19delG (rs35966430) ¢.1019-28T>C (rs17876031)

P1 Del/Del C/C
P2 Ins/Del T/C
P3 Del/Del C/C
P4 Ins/Del T/C

P5 Del/Del C/C
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TABELA 13 FREQUENCIA DAS VARIANTES COMUNS
(conclus&o)

c.1018+19delG (rs35966430) ¢.1019-28T>C (rs17876031)

P6 Del/Del cIc
P7 Del/Del c/c
P8 Ins/Del TIC
P9 Del/Del c/c
P10 Del/Del c/c
P11 Del/Del c/c
P12 Del/Del c/c
P13 Del/Del c/c
P14 Ins/Del TIC
P15 Del/Del clc
Frequéncia 26/30 (86,66%) 26/30 (86,66%)

FONTE: O autor (2020).

TABELA 14 FREQUENCIA DA VARIANTE rs35966430

ESTUDO ABRAOM ENSEMBL
Delecéo 22 1200 692
Insercao 2 719 314
Frequéncia de Insergcéo 15,38% 5991% 69,2%
ESTUDO x ABRAOM p = 0,00645
ESTUDO x ENSEMBL p = 0,029469

FONTE: O autor (2020).

TABELA 15 FREQUENCIAS DA VARIANTE rs17876031

ESTUDO ABRAOM ENSEMBL
Alelo G 22 1216 693
Alelo A 2 731 313
Frequéncia de Alelo A 15,38% 60,11% 45 16%
ESTUDO x ABRAOM p = 0,006309
ESTUDO x ENSEMBL p = 0,029988

FONTE: O autor (2020).
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DISCUSSAO

O diagnostico de AEH é estabelecido por sintomas clinicos caracteristicos,
quantificacdo dos niveis séricos dos componentes do sistema complemento e
analise genética. Quanto aos sinais clinicos, a literatura descreve no AEH com C1-
INH normal o inicio dos sintomas geralmente tardio, fato observado em 90% (18/20)
dos pacientes deste estudo, em que a idade de inicio dos sintomas foi a partir da
adolescéncia, e dos familiares em 50% (2/4), na fase adulta, sendo 1 assintomatico.
Em 100% (20/20) dos pacientes e 50% (2/4) dos familiares que fizeram parte deste
estudo foi observado que o edema de face foi o sintoma mais frequente,
concordando com a literatura (VALLE et al., 2010; GIAVINA-BIANCHI et al., 2017;
BORK, 2013; DEROUX et al., 2016).

No presente estudo, apenas 4 familiares aceitaram participar da pesquisa.
Uma hipotese para esta recusa em participar da pesquisa seria que a maioria dos
familiares sao individuos assintomaticos, e estes ndo acreditam que podem ser
apenas portadores de mutacdes resultantes de AEH com C1-INH normal (VERONEZ
et al., 2017; DEROUX et al., 2016). Portanto, a auséncia de histérico familiar nao
deve impedir a busca por diagnostico através do teste genético.

O AEH com C1-INH normal foi descrito pelo grupo de Bork em 2000. Em
pacientes com esta forma da doenga, a analise genética € atualmente o unico
método que pode possibilitar 0 diagndstico definitivo, uma vez que esses pacientes
apresentam niveis de C1-INH e valores de C4 normais (FERRARO et al., 2015). A
analise genética oferece dois beneficios importantes, como: possibilitar o diagnéstico
precoce de AEH e anadlise de segregagdo de uma mutacdo genética para os
descendentes em uma possivel fertilizagao in vitro.

O inibidor de C1 € uma serina protease importante no controle da fase inicial
da ativagéo do sistema complemento (MARTINEZ-SAGUER et al., 2010). A ativagéo
néao controlada deste sistema condiciona, nas crises, um aumento das cininas com
consequente aumento da permeabilidade vascular e edema.

Foram estudados 24 participantes (20 pacientes e 4 familiares) que
apresentam AEH recorrente com os niveis plasmaticos normais de C1-INH e de C4.
O DNA gendmico destes foi isolado a partir de sangue total e a analise direta de

DNA por meio de PCR e sequenciamento foram realizados para 15 pacientes e 4
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familiares, ja que em 5 pacientes ndo foi possivel a verificacdo da banda do
fragmento de DNA de 533pb.

A mutagdo c.983C>A (p.Thr328Lys), considerada como clinicamente
importante pela literatura (alteracdo patogénica) (DEWALD e BORK, 2006;
STENSON et al., 2008), havia sido previamente identificada em pacientes com AEH
com C1-INH normal em outras regides do mundo, particularmente na Europa
(MORENO et al., 2015), e é frequentemente identificada em casos de AEH com C1-
INH normal. Verificou-se que, no presente estudo, 80% (12/20) dos pacientes e 75%
(3/4) dos familiares possuem esta variante, corroborando estudos prévios (TABELA
15) (BORK et al., 2015, CHARIGNOM et al., 2014; PINERO-SAAVERO et al., 2016).

TABELA 16 COMPARACAO DE ESTUDOS PREVIOS

ESTUDOS N %
ATUAL 15/20 80%
CHARIGNOM et al. 118/176 67%
BORK et al. 69/104 66,3%
PINERO-SAAVEDRO et al. 35/57 57,8%

FONTE: O autor (2020).

De acordo com a base dados ENSEMBL, a frequéncia na populagéo
europeia da variacao rs118204456 que flanqueia a mutagéo do gene F72 no éxon 9
[c.983 A>C em heterozigose (p.Thr328Lys)] para o alelo A € de 50%. Segundo o
ABRAOM, para a populagdo brasileira, ndo ha registros da frequéncia deste SNP.
Para o presente estudo, a incidéncia do alelo A foi de 66,66%, superior em relacéo a
populagao europeia.

A diferenga ndo é estatisticamente significativa (p=0,565659), pois o roll de
amostra deste estudo & muito pequeno, no entanto, vale ressaltar que os dados
observados devem ser avaliados prospectivamente usando um tamanho de amostra
maior.

Também, foi identificada uma nova mutag¢do, ¢.799C>T (rs776688962) em
heterozigose (p.Arg267Trp) no éxon 8 do gene F12 em uma familia de pacientes
portadores de AEH com C1-INH normal. Esta mutagdo foi identificada em uma
paciente (grupo paciente) deste estudo e em seu pai (grupo comparagéo), ou seja,
esta é a primeira vez que se identifica este SNP em paciente brasileiro (FIGURA 13).
A mutacdo recentemente identificada leva a troca de aminoacido p.Arg267Trp
(arginina > treonina) no fator XII ou pode afetar o mecanismo de splicing, por estar

localizada na pendultima base do éxon 8, influenciando na estrutura molecular e
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funcionamento adequado da proteina. Mais estudos s&o necessarios para confirmar
essa suposicado, no entanto, considerando que este familiar € assintoméatico e a
paciente sintomatica também possui a mutagdo classica (c.983C>A (p.Thr328Lys))
relacionado ao éxon 9 do gene F712, os dados indicam n&o se tratar de variagéo

patogénica para o AEH ou indica ser uma penetrancia incompleta.

FIGURA 13 HEREDOGRAMA DA FAMILIA (P9, F3 E F4)

F4 F3

® o

P9

Legenda:

B® Com mutagio no éxon 8 no gene F12
E@Cam mutacdo no éxon 9 no gene F12
E@Ccm mutacio no éxon 8 e 9 no gene F12

0o Desconhecido
FONTE: O autor (2020).

Pela base de dados ABRAOM, a frequéncia na populagdo brasileira da
variante rs776688962 que flanqueia a mutagdo do gene F712 no éxon 8 (c.799C>T
p.Arg267Trp) para o alelo A é de 0,16%. Segundo o ENSEMBL, ndo ha registros
para a populagdo europeia. Para o presente estudo, 6,7% (1/15) dos pacientes
possuem esta mutacdo em heterozigose, com frequéncia do alelo A em 3,4% (1/29).

E notério que, para a variante rs776688962, a frequéncia alélica A do
presente estudo € superior em relagdo a populagdo brasileira. Porém, nao foi
possivel aplicar o Teste Exato de Fisher, pois a populagdo na base de dados
brasileira (ABRAOM) é muito grande. E, também, ndo foi possivel calcular o Qui-
quadrado, pois a frequéncia esperada no estudo € muito pequena (<0,05).

As frequéncias das variantes comuns c¢.1018+19delG (rs35966430) e
¢.1019-28T>C (rs17876031) no intron 9 no gene F12, também foram comparadas,
ambas com a frequéncia de 86,66% entre os pacientes deste estudo. Para a
variante rs35966430, foi observado frequéncia de insercéo significativamente inferior
(15,38%) em relacéo a populagéo europeia (69,2%) e brasileira (59,91%). Para a

variante rs17876031, foi observado frequéncia do alelo A significativamente inferior
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(15,38%) em relagdo a populagdo europeia (45,16%) e brasileira (60,11%). Os
resultados observados para estas variantes corroboram a literatura que n&o ha
nenhum achado associando estas variantes com a sintomatologia da doenca.

Os dados deste estudo sugerem uma associagdo entre a mutagéo classica
do gene F12 e o fendétipo da doengca em AEH com C1-INH normal, devido a
atividade proteolitica FXII estar envolvida na geragdo de cininas, como a bradicinina,
e promover edema (RIEDL, 2013). O gene F12 atua sobre o inibidor de C1, ou seja,
na produgdo de bradicinina, que € um forte indutor de vasodilatacdo e aumento da
vasopermeabilidade (AAQIB et al., 2019).

A expressao da FXIl no AEH com CA1-INH normal é aumentada por
estrogenos através de elementos responsivos ao estrogénio na regido promotora.
Isso pode explicar o porqué as mulheres sdo as mais afetadas no AEH com C1-INH
normal e por quais motivos ha uma correlacdo entre episodios de angioedema e
periodos de niveis elevados de estrogénio (CICHON et al., 2006; BORK et al., 2015;
DEROUX et al.,, 2016; PINERO-SAAVEDRA et al., 2016; MARCOS et al., 2012;
CHARIGNOM et al., 2014), concordando com os achados deste trabalho em que
somente mulheres foram diagnosticadas com AEH com C1-INH normal, o que € uma
limitagdo do estudo (TABELA 16).

TABELA 17 MULHERES X HOMENS COM C1-INH NORMAL

PESQUISADORES N GOM MUTAGAQ N EXON 809 MULHERES HOMENS

GENE F12

ATUAL 20 20 0
BORK et al, 2015 69 68 1
DEROUX et al., 2016 57 46 11
PINERO-SAAVEDRA et al.,

2016 35 28 7
MARCOS et al., 2012 29 26 3
CHARIGNOM et al., 2014 118 82 36

FONTE: O autor (2020).

Durante o estudo, trés pacientes ficaram gravidas (APENDICE 6) e
apresentaram edema em palpebra inferior esquerda, edema na mé&o esquerda,
sangramentos vaginais e hipotensdo durante a gestagao, ja a literatura relata crises
predominantes no abddémen (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017). A doenga em
gestantes ainda € bastante variavel, as crises podem piorar ou, simplesmente, ndo

acorrerem durante uma gestacao, o que dificulta prever a evolugado do AEH.
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Crises durante o parto ou ap6és podem trazer consequéncias graves. As
pacientes gravidas foram medicadas com Inibidor de C1 esterase derivado de
plasma humano, Berinert®, 500 ou 1000/U momentos antes do parto. O C1-INH
derivado de plasma humano € uma terapia de reposi¢éo indicado para tratamento de
episodios agudos no AEH, pois inibe o fator XII e, consequentemente, a produgéo de
calicreina, plasmina e bradicinina, evitando o edema. Os partos ocorreram sem
intercorréncias e as pacientes ndo apresentaram sintomas de AEH nas 48 horas
seguintes, sugerindo que o medicamento pdde promover a prevengdo de ataques de
edema durante e apés o parto.

No presente estudo, 40% (8/20) das pacientes tiverem filhos sem relatos de
dificuldade para engravidar e sem intercorréncias na gestagéo devido ao AEH,
corroborando o descrito na literatura (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017). Sugere-se,
entdo, que nenhum problema especifico de fertilidade esta associado a doenca.

A literatura descreve alteragbes em outros genes, também, associados ao
AEH com C1-INH normal, dentre eles, o gene do plasminogénio (PLG). O
plasminogénio € uma plasmina importante no processo de fibrindlise, liberado pela
calicreina, o que pode levar ao edema pelo aumento da bracinina por mecanismos
ainda nado esclarecidos. Recentemente, o grupo de Bork, em 2017, relatou uma
mutacédo de sentido trocado c.988A>G no éxon 9 do gene PLG, que conduz
p.Lys330Glu, no dominio Kringle 3, assoaciado ao edema frequente de face e lingua
em familias alemas e francesas, e, em 2018, Yakushiji relatou em duas familias no
Japéo (BORK et al,. 2017; YAKUSHIJI et al, 2018).

Apesar do fenétipo desta forma da doenca ser observada nos pacientes
desta pesquisa, a mutagdo de sentido trocado ¢.988A>G no éxon 9 do gene PLG,
que conduz p.Lys330GIlu, no dominio Kringle 3, n&o foi identificada. No entanto, foi
identificado um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) silencioso, ¢.1083A>G no
cédon 361=(CAA>CAG) em pacientes de familias n&o relacionadas, sendo 2
pacientes com genoétipos homozigotos (G/G) e 5 pacientes com gendtipos
heterozigotos (A/G) (KRUK, 2019).

O profissional da saude deve estar atento a existéncia dessa doenga para
realizacdo de diagnéstico precoce e terapéutica adequada. A falta de conhecimento
e o0 sub-diagnostico sdo alguns dos principais obstaculos a serem enfrentados.
Normalmente, sdo realizadas cirurgias abdominais desnecessarias ou consumo de

medicamentos anti-histaminicos e corticoides ndo adequados (AAQIB et al., 2019).
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Como o AEH esta associado a morbidade e mortalidade significativas, uma
estratégia que envolva a prevencéo cuidadosa e o tratamento das crises é essencial
na abordagem apropriada do paciente. A experiéncia nos grandes centros tem
demonstrado que 25-40% dos pacientes podem desenvolver asfixia € morrer se nao
forem tratados adequadamente. Os pacientes sofrem incapacitagdo fisica e
emocional substancial, durante e entre as crises, muitas vezes impossibilitando as
atividades diarias (GIAVINA-BIANCHI et al., 2017).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O AEH pode representar um grande desafio diagnéstico. Quando a
avaliagdo do complemento nd&o é esclarecedora, € necessaria investigagdo
detalhada de aspectos da histéria clinica que poderdo ajudar a identificar o
diagnéstico etiolégico e/ou identificar portadores assintomaticos através do teste
genético.

Em conclusdo, descrevemos em pacientes brasileiras com AEH com C1-INH
normal a mutagcédo ¢.983 C>A em heterozigose (p.Thr328Lys) no éxon 9 no gene
F12, que é frequentemente identificado em casos desta forma da doenga em
comparagao com outros estudos, devido o gene F12 atuar sobre o inibidor de C1, ou
seja, na produgéo de bradicinina, que € um forte indutor de edema.

Identificamos, também, uma nova mutagdo c¢.799C>T em heterozigose
(p.Arg267Trp) no éxon 8 no mesmo gene em uma familia, que pode ser um caso de
penetrancia incompleta.

Quanto as gestagdes ocorridas durante o estudo, o Inibidor de C1 esterase
derivado de plasma humano, Berinert®, 500 ou 1000/U foi utilizado momentos antes
do parto, sugerindo que o medicamento pdde promover a prevengao de ataques de
edema durante e apds o parto. E, ndo foi relatado, pelas pacientes do estudo,
quaisquer dificuldades para engravidar e/ou intercorréncias na gestacéo devido ao
AEH, sugerindo-se, entdo, que nenhum problema especifico de fertilidade esta
associado a doenga.

Apesar do estudo n&o apresentar diferenca estatisticamente significativa,
ressaltamos que os dados observados devem ser avaliados prospectivamente
usando um tamanho de amostra maior, uma vez que os achados e relatos, também,
foram observados em outras literaturas.

Os casos relatados e publicagdes revisadas trazem a luz a discusséo da
terapéutica de uma situacdo complexa que € a doenga e que pode levar a 6bito se
ndo tratada corretamente.

Todos os participantes receberam atendimento especializado apés o
diagnostico molecular e as mulheres foram orientadas a evitar exposi¢éo a niveis

altos de estrogénio (por exemplo, de contraceptivos orais).
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6.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O AEH é uma doeng¢a heterogénea com fisiopatologia complexa que tem
sido estudada extensivamente, porém muitos pacientes com AEH ainda sao
rotulados como alteragdo genética nado identificada. Por meio deste estudo, é
possivel observar que novas pesquisas sobre o AEH sao imprescindiveis. Assim
como foi encontrada uma nova mutagéo no gene F712 no presente estudo, existem
outros genes a serem pesquisados que podem estar associados a esta doenca rara
e podem ajudar no diagnostico molecular de pacientes que sofrem com outros
fenotipos do AEH. Sugere-se, entdo, o estudo de genes associados a fisiopatologia
do AEH (como: KLK7, STK11, BDKRB1, BDKRB2, SERPING1, ANGPT1, PLG),

para avaliar toda a regido codificadora.
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ANEXO 1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

e

EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
COMPLEXO DO HOSPITAL [DE CLINICAS - UFPR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO {TCLE)

Nos, Nelsan Rosario, Lilian Percira Ferrari, Liya Redina Mikami & Sabfina dos Santos Souza, |
pesquisadores do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand e do Centro
Universitario Auténomo do Brasil {UniBrasil), estamos convidando o Senhor(a), que tem
Angioedema Hereditario, a participar do “Estudo de mutagdes do fator XI| (Hageman factor) do
Sistema de Coagulagac em pacientes com Angioedema Hereditario (HAE)". E importante
destacar que o Angicedema Hereditario, & uma doenga que pode ter implicagBes genéticas, o que |
sinda & pouco conhecido por muitos profissionais da area de saide, gerando diagnésticos |
imprecisos e em alguns casos levando pacientes 4 morte, por nac serem tratados |
adequadaments devido & falta de informagéa. Dests forma esse trabalho tem interesse
fundamental em pesquisar e aprofundar, os conhecimentos sobre essa doenca, para ajudar &
comunidade cientifica @ médica fuluramentes a auxiliar no desenvolvimento de novos tratamentos, |
visando uma melhor qualidade de vida as pessoas com Angioedema Hereditario. =

O objetivo desta pesquisa & realizar a andlise gendética de um gene associado ao Angioadema
hereditario, bem como, estudar a doenca, descrevendo as caracteristicas clinicas, bioldgicas e =
genéticas dos pacientes. E

Caso vocé participe da pesquisa, serd necessaria uma coleta de 10 mL de amostra de
sangue. O sangue coletado serad dividido em dois frascos etigustados. Para tanto vocé devera ||
comparecer ao Hospital de Clinicas da UFFR e, no momento de sua consulta periddica sera 55
realizada a coleta da amostra, 2

E possivel que o Senhor(a) experimente algum desconforio. principalmente relacionado apds
coleta podendo ocorrer a farmagao de mancha azulada no local, que pode ser amenizado com a =l
aplicagdo de compressa de gelo no local,

Os beneficios esperados com essa pesquisa s3o:

* Por meic da realizacio deste estudo sera possivel estudar o agravamento da doenga,
relacionado com a analise genética auxiiando em diagnésticos precisos e tratamentos |
adequados.

B TR A—

MARIA IGSEMOCELIN

Mprkr do Comis de Eiza e Frepdsa
ot St Fumanea do HOUFPR
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KRiomETALDECucA: EBE EBSE

EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
COMPLEXO DO HOSPITAL DE CLINICAS - LUFPR

* Produzir estudo para a comunidade cientifica e meédica futuramente a auxiliar no

desenvolvimento de novos tratamentos, visando uma melhor qualidade de vida das pessocas |

com Angloedema Hereditario.
L ] 5
Os pesquisadores Lilian Pereira Ferrari (orientadora — contate: (41) 9B52-5652, (41) 3361-4208),
& Nelson Rosario (pesquisador — contato: (41) 8101-5181) responsaveis por este esludo poderdo =
ser contatados no enderego: Rua Konrad Adenauer, 442, Taruma, Curitiba — PR, 82820-540,
telefone comercial: (41) 3361-4242, e Rua Gen. Carneiro, 181 — Alto da Gléria, Curitiba — PR,
80060-900, telefone  comercial: (41)  3360-1800, e-mail [llian@unibrasil.com.br, =
nelson.rosaric@ufpr.br para esclarecer eventuais dividas que o Sr(a), possa ter e fornecer-lhe as |
informagdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode contatar =
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos — CEP/HC/UPFR pelo Telefone 3360-1041. O

CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e nao cientificos que |
realizam a revisdo ética inicial e continuada da estudo de pesquisa para manté-lo seguro e
proteger seus direitos, :

A sua participagio neste estudo & voluntaria e se VOGE ndo quiser mais fazer parte da pesquisa ||
podera desistir a qualquer momento e solicitar gue lhe devolvam o termo de consantimento livre e
esclarecido assinade. A sua recusa ndo implicara na interrupgfic de seu atendiments ejou =
tratamento, que esta assegurado,

As informagbes relacionadas ao estude poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas ||
(orientador e médico), em relatério ou publicacio, porém isto sera feito sob forma codificada, para
gque a sua identidade seja preservada e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessarias para a realizago da pesquisa nao s4o de sua responsabilidade e pela
sua participacdo no estudo vocé n3o recebera qualguer valor em dinheiro. Vooé tera a garantia f
de gue caso ocorra problemas como lipatimia (fragueza muscular), vocé sera atendido ne mesmo =
momento e colocado em posigéo confortavel, :

Quando os resultados forem publicades, nao aparecera seu nome, & sim um codigo.
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RAteETALEssncay ERE EBSERH e

EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
COMPLEXD DO HOSPITAL DE CLIMICAS - UFFR

Eu, li esse termo de consentimento & compreendi a
natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicagio que recebi menciona
0s riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer
momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisio afete meu tratamento. E fui
informado(a) que serel atendido{a) sem custos para mim se eu apresentar algum problema
mencionado acima.

Eu concoerda voluntariamente em participar deste estudo,

' (Nome & Assinatura do participants da pesquisa ou responsavel legal)

Local ., Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido d
Pparticipante ou representante legal para a participagdo neste estudo.

(Nome e Assinatura do Pesquisador ou quem aplicou o TCLE)

Local . Data

Fup Seneral C2rneiro, 181 - &lto o Gl aria
B80-900 Cutttiba, PH
33001800
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ANEXO 2 TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO (CRIANCAS E
ADOLESCENTES)

EESiEaE Sebimna;

REiREILoecuNcs BB EBSERH e

e Ry

EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
COMPLEXO DO HOSPITAL DE CLINICAS - UFPR

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO (Cria

Titulo do Projeto: “Estudo de mutagdes do fator Xl (Hageman factor) do Sistema de |
Coagulagio em pacientes com Angioedema Hereditsrio "

Investigadores: Nelson Resario Filho, Lilian Pereira Ferrari, Liya Regina Mikami & Sabrina dos
Santos Souza,

Local da Pesquisa: Ambulatério de Angioedema Hereditario do Hospital de Clinicas da UFPR e
Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular do Centro Universitario Auténomo do Brasil —
UNIBERASIL Curitiba — Pr.

Endereco: Rua Gen. Cameiro, 181 — Alto da Glaria, Curitiba — PR, 80080-800.
Rua Konrad Adenauer, 442, Taruma, Curitiba — PR, 82820-540,
O que significa assentimento?

O assentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de adolescentes, da
sua faixa de idade, para participar de uma pesquisa. Serfio respeitados seus direitos e vocd
receberd todas as informacgbes por mais simples gue possam parecerPode ser gue este |
documento denominade TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO contenha
palavras gue vocé nao entenda. Por favor, paga ao responsavel pela pesquisa ou & equipe do
estudo para explicar qualquer palavra ou informagdo que vocé nde entenda claramente.

Informacio ao Participante;

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa, com o objetiva da realizar a
caracierizacdo de alteragbes moleculares do gene associado ao Angioedema Hereditario, bem
como, estudar a doenga, descrevendo as caracteristicas clinicas, biologicas e genéticas dos
pacientes e proporcionar um melhor conhecimento para os profissionais da salide sobre essa
doenca, para que possam desenvolver novas terapias visando em uma melhor qualidade de vida
a0s pacientes.

Fara gue fazer a pesquisa? Como sera feita? Quais os beneficios esperados com a pesquisa?

s f W"—
. 284 - Alre de EI6HE MARIA JOSE MOGELIN

Mamben o Coomitd ha Eicd o Posiuiza
w0 Seresviumanos do HELFM
Malrioula 7462
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EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
COMPLEXO DO HOSPITAL DE CLINICAS - UFPR

As informacoes relacionadas ao estudo poderfio ser conhecidas por pessoas autorizadas |

(orientador @ médico), em relatdrio ou publicagao, porém isto sera feito sob forma codificada,
para que a sua identidade seja preservada & seja mantida a confidencialidade. N&o estio
previstos no estudo o uso de imagensivideos (mas caso ocorra sera utilizado de tarjas no rosto).
Os pesquisadores assumem o compromisso de descarte de imagens apés sua utilizagéo.

Caso vocé parlicipe da pesquisa, serd necessario uma coleta de 10 mL de amostra de
sangue. O sangue coletado sera dividido em dois frascos etiquetados, Para tanto vocé devera
comparecer no Hospital de Clinicas da UFPR e, no momento de sua consulta periddica sera
realizada a coleta da amostra.

A sua participagao & voluntaria. Caso vocé opte por nao participar nao terd nenhum prejuizo no
seu atendimento e/ou tratamento.

Contato para davidas_

Se vocé ou os responsaveis por vocd tiver(em) dividas com relagio ao estudo, direitos do
participante, ou no caso de riscos relacionados ao estudo, vocé deve contatar ofa)
Investigador(a) do estude ou membro de sua equipe Lilian Pereira Ferrari {orientadora — contato;
(41) 9652-5652, (41) 3361-4298), e Nelson Rosario (pesquisader — contato: (41) 9101-5181),

telefone  comercial: (41} 3351-4242, 3360-1800, e-mail: lilian@unibrasil.combr, |

helson rosario@ufprbr. Se voce tiver dividas sobre seus direitos como um participante da
pesquisa, vocé pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos —
CEP/HC/UFFR pelo Telefone: 3360-1041, O CEP & constituido por um grupo de profissionais de
diversas areas, com conhecimentos cientificos e nao cientificos que realizam a revisdo ética
inicial e continuada da pesquisa para manté-lo segura e proteger seus direitos
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KRUoSETALDECUMCS: e EBSERH  mor

EMPAESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES
COMPLEXD DO HOSPITAL DE CLINICAS = UFPR

ADD SENTIMEN TICIP, :

Eu li & discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste
documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, e gue posso interromper a minha
participagdo a qualquer momento sem dar uma razdo. Eu concordo que os dados coletados para
o estudo sejam usados para o proposito acima deserito,

Eu entendi a informagio apresentada neste TERMO DE ASSENTIMENTO. Eu tive a
opertunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma via original assinada, rubricada e datada deste Documento de
ASSENTIMENTO INFORMADD,

NOME DO ADOLESCENTE ASSINATURA DATA,

NOME DO INVESTIGADCOR ASBINATURA DATA

Hua Gengral Carnelra, 481 - Al da Bloris
80.0&60-200 Curltiba, PR
f42) 33601500
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ANEXO 3 QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS DOS PACIENTES

Identificagao

Cédigo do paciente:

Género: F () M () (Idade: anos)
Data de Nascimento: / /
Naturalidade: Nacionalidade:

Idade aos primeiros Sintomas:

Idade ao diagndstico:

Exames Complementares:

Na familia
1) Existe outros casos de Angioedema Hereditario?
Néo ( )

Sim (), Qual o grau de parentesco?:

Diagnéstico

2) Durante a infancia o paciente apresentou algum quadro de edema ou sintomas
relacionados?

Nao ( )

Sim (), Qual (is) sintoma (s)? :

3) Realizou algum tipo de exame?
Néo ( )

Sim (), Qual (is) exame (s)? :

4) Fez algum tipo de tratamento?
Néo ( )

Sim (), Qual (is) tratamento (s)? :

Data do preenchimento / /




ANEXO 4 AUTORIZAGAQ PACIENTE PARA O USO DAS IMAGENS

k Biomeédica

a utilizar minhas
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ANEXO 5 HEREDOGRAMAS

HEREDOGRAMA DA FAMILIA (P9, F3, F4)

F4 r

® ©

P5

Legenda:

B® Com mutagio no éxon 8 no gene F12
E@Com mutacdo no éxon 9 no gene F12

E@Com mutacdo no éxon & e 9 no gene F12
OO Desconhecido

FONTE: O autor (2020).

HEREDOGRAMA DA FAMILIA (P4, F1)

23w

Dgggm b

P4

Legenda:

E@ Com mutacdo no éxon @ no gene F12
OO pesconhecido

FONTE: O autor (2020).

HEREDOGRAMA DA FAMILIA (P6, F2)
F2

o it

Legenda:

E@ Com mutacdo no éxon 9 no gene F12
00 Desconhecido

FONTE: O autor (2020).
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ANEXO 6 ARTIGO
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Decision Letter (RBGO-2020-0046.R1)

From:
To:

[ee]
Subject:
Body:

Date Sent:

marcosfelipe @fmrp.usp.br

editorial.office@febrasgo.org.br

Revista Brasileira de logia & Obstetricia - Decision on Manuscript 1D REGO-2020-0046.R1
28-Jul-2020

Dear Mrs. Moraes:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Short-term prophylaxis for delivery in pregnant women with Hereditary Angioedema with normal C1-inhibitor” in its current form for publication in the Revista
Brasileira de & Obstetricia. The s of the reviewer(s) wha reviewed your manuseript are included at the foot of this letter.

Thark you for your fine contribution. On behalf of the Editars of the Revista Brasileira de Ginecologia & Obstetricia, we look forward to your continued contributions to the Journal.

Sincerely,

Dr. Marcos Silva de S&

Editor-in-Chief, Revista Brasileira de Ginecologia ¢ Obstetricia
b i b

Associate Editor

Comments to the Author:

1 .am glad to inform you that your paper has been accepted for publication in RBGO.

The authors accepted the previsus suggestions and added more relevant information. The guality of the manuscript has improved substantially.

Entire Scoresheet:
28-Jul-2020

REVISTA BRASILEIRA DE GINE

Short-term prophylaxis for delivery in pregnant women wi
Hereditary Angioedema with normal Ci-inhibitor

Journal: | Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia

Manuscript ID | RBGO-2020-0046.R1

Manuscript Type: | Case Report

Confirm the relevant theme
about Gynecology and | Obstetrics
Obstetrics:

Keyword: | Angicedema, Estrogens, Edema, Pregnancy, Prophylaxis
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