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Correia, AP. Avaliacdo de Mutagdes no Gene de Inibidor de C1 Esterase

em Pacientes com Angioedema Hereditario. Sdo Paulo, 2009.
Dissertacdo (Mestrado) — Departamento de Dermatologia (LIM-56),

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo.

A ativacéo dos sistemas complemento e de contato resulta na formagéo
de peptideos vasoativos tais como a bradicinina e anafilatoxinas. O
inibidor de Cl-esterase (C1-INH) é o principal regulador desses dois
sistemas e a deficiéncia desta proteina resulta no Angioedema
Hereditario (AEH). Trata-se de uma doengca rara, de heranca
autossdmica dominante, caracterizada pela deficiéncia de C1-INH, a qual
ocorre devido a mutagBes no seu gene estrutural, levando a episédios
graves de edema em tecido subcutaneo, gastrointestinal e respiratorio,
potencialmente fatais. Existem dois fendétipos variantes: AEH do tipo |,
com reduzidos niveis antigénicos de C1-INH no plasma e AEH tipo Il com
niveis reduzidos ou normais de C1-INH e atividade disfuncional. Vérias
mutacdes ja foram descritas no gene de inibidor de C1 esterase
(SERPING1), porém, ndo ha estudos que avaliem a relevancia desta
doenca e as mutagbes génicas em nosso meio. O objetivo do presente
estudo foi avaliar as alteragbes moleculares em pacientes com AEH,
correlacionando-as com as manifestacdes clinico-laboratoriais. Amostras
de plasma, soro e DNA de quinze pacientes de uma mesma familia foram
coletadas. O ensaio hemolitico CH50 para avaliacdo da integridade da
via classica do sistema complemento e avaliacdo quantitativa de C4 e
C1-INH por nefelometria foram os ensaios realizados para confirmagao
do diagnéstico da doenca. A atividade funcional da proteina foi avaliada

através de ensaio colorimétrico e a relagdo existente entre possiveis



mutacdes na proteina e o fendtipo da doenca foi avaliada por meio de
reacdo de polimerase em cadeia (PCR) e sequenciamento do DNA
gendmico. A atividade hemolitica de complemento total e a dosagem de
C3 foram normais nos pacientes e controles analisados, os niveis da
atividade antigénica de C1-INH e C4 mostraram-se diminuidos na maioria
dos avaliados (13/15). A avaliagdo funcional detectou baixa atividade
(<50%) do valor normal (70% - 130%) em todos os pacientes analisados.
A distribuicdo das mutacdes entre os 8 éxons relativos ao gene de C1-
INH concentraram-se nos éxons 4 (g.4706-88A>G) , 7 (9.14145+20A>G)
e 8 (Val480Met). Duas dessas mutagBes nunca foram descritas ainda, o
que contribui para a compreensdo da fungdo das serpinas e também

ajuda a definir mais completamente o papel biolégico do inibidor de C1.

Descritores: 1 - Via classica do complemento; 2 - Proteina inibidora do

complemento C1; 3 - .Angioedema hereditario; 4 - Mutacao



Correia, AP. Mutations Evaluation in C1 Inhibitor Gene in Patients with

Hereditary Angioedema. S&o Paulo, 2009. Dissertagdo (Mestrado) —
Departament of Dermatology (LIM-56), School of Medicine, Sdo Paulo

University.

Activation of complement and contact systems results in the formation of
vasoactive peptides such as bradykinin and anafilatoxinas. The C1
esterase inhibitor (C1-INH) is the main regulator of these two systems
and the deficiency of this protein results in hereditary angioedema (HAE).
It is a rare disease of autosomal dominant inheritance, characterized by
deficiency of C1-INH, which is due to mutations in its structural gene,
leading with severe episodes of edema in subcutaneous tissue,
gastrointestinal and respiratory tract, potentially fatal. There are two
phenotypic variants: HAE type |, with reduced plasma antigen levels and
HAE type Il with normal or low levels of C1-INH and dysfunctional activity.
Several mutations have been described in the gene of the C1 esterase
inhibitor (SERPING1), however, no studies to assess the relevance of this
disease and the gene mutations in our population. The purpose of this
study was to evaluate the molecular changes in patients with HAE,
correlating it with clinical and laboratory manifestations. Samples of
plasma, serum and DNA from fifteen patients from the same family were
collected. CH50 hemolytic assay for assessing the integrity of the
classical pathway of the complement system and quantitative evaluation
of C1-INH and C4 by nephelometry tests were performed to confirm the
diagnosis of disease. The functional activity of the protein was assessed

by colorimetric assay and the possible relationship between mutations in



the protein and the phenotype of the disease was assessed by
polymerase chain reaction (PCR) and sequencing of genomic DNA.
Hemolytic activity of complement and the total dosage of C3 were normal
in patients and controls. Levels of antigenic activity of C1-INH and C4
were shown to be less valued in most (13/15). Functional evaluation
found low activity (<50%) of normal (70% - 130%) in all patients
examined. The distribution of mutations among the 8 exons of the gene
for C1-INH concentrate in the exons 4 (g.4706-88A> G) and 7 (g.14145
+20 A> G) and 8 (Val480Met). Two of these mutations have not been
described yet, which contributes to understanding the function of serpins

and also helps to define more fully the biological role of the C1 inhibitor.

Descriptors: 1- Complement Classical Pathway; 2- Complement inhibitory

C1 protein; 3 — Hereditary Angioedema; 4 — Mutation



1. INTRODUCAO

1.1. Histérico

A primeira descrigdo dos sinais clinicos do Angioedema Hereditério
(AEH) foi relatada por Heinrich Quincke, em 1882, denominando-o de
edema angioneurdtico, por correlacionar as crises da doenca ao estresse
mental. Embora Quincke tivesse observado exemplos de sintomas em
varios membros de familias, somente em 1888, Wiliiam Osler publicou o
primeiro artigo descrevendo a forma hereditaria do edema angioneurdtico,
descrevendo-o em cinco gerac¢des de uma familia afetada e caracterizando-
a como de heranca autossomica dominante. Em 1958, Lepow et al,
isolaram e caracterizaram um componente do sistema complemento
encontrado no soro humano como um fator termo-labil e que inibia a
atividade estereolitica do primeiro componente desse sistema, o C1,
chamado-o de proteina inibidora de C1 esterase (C1-INH) e assim,
comecaram a sua purificagdo. Em 1963, Donaldson & Evans demonstraram
a anormalidade bioquimica responsavel pelo AEH e observaram ainda, que
0 espectro das atividades inibitérias do C1 INH n&o era limitado somente a
molécula de C1; seria o principal inibidor fisiolégico da calicreina e do fator
de Hageman (fator XII de coagulagdo). Em 1965, Rosen et al descreveram
uma variante fenotipica de AEH no qual o C1-INH era detectavel no plasma
com niveis normais ou aumentados, mas com atividade disfuncional, devido
a presenca da proteina C1-INH disfuncional. Desde entdo, o estudo sobre

as manifestacBes clinicas, fisiopatologia e as bases genéticas e
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moleculares de varias formas de angioedema tem sido desenvolvido
(Agostoni & Cicardi, 1992; Caliezi et al, 2000; Curagati et al, 2001; Nzeako
et al, 2001).

O C1-INH é o principal inibidor do sistema complemento e do
sistema de contato. Atua na inibicdo direta da calicreina ativada, das
plasminas, dos fatores de coagulagdo (fator Xla e Xlla) e das duas
subunidades cataliticas do primeiro componente da via classica do sistema

complemento (C1r e C1s) (Markovic et al, 2000; Chagas et al, 2004).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 — A lmunidade Inata e o Sistema Complemento

A imunidade para infecgbes é mediada por dois sistemas gerais, 0
adquirido (ou adaptativo) e o inato (ou natural). O sistema imune inato € um
sistema evolucionariamente antigo e crucial para a primeira linha de defesa
do hospedeiro antes que a imunidade adaptativa

Em 1888, Nuttal descobriu que hemécias de carneiro possuiam
atividade bactericida para Bacillus anthracis, que era perdida com o
aquecimento do soro a 55°C. Logo ap6s, Bordet (1894) observou que a
atividade imune do soro inativado pelo calor poderia ser restaurada com
pequenas quantidades de soro fresco ndo imune, que por si sé nao
apresentava atividade bactericida. Apds quase meio século, o sistema
complemento foi definido como uma série de proteinas séricas, ativadas
sequencialmente, cuja atividade resulta em hemdlise (Figueroa et al, 1991,
Frank, 1998).

As proteinas do sistema complemento possuem atividade
proteolitica, porém sdo encontradas na forma de pro-enzimas (zimogénio),
que sdo ativadas apenas sob condigbes particulares. Nos sitios de
inflamagéo, estas enzimas ativadas geram varias funcdes efetoras, que
resultam em potentes eventos inflamatorios (Prodinger et al, 2003) e podem
ser ativadas por trés vias diferentes: a via classica, a via das lectinas e a via

alternativa (Figura 1).
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A via classica do sistema complemento consiste de nove
componentes que serdo clivados ao longo de sua ativacao e é iniciada por
complexos antigeno-anticorpo que atuam por protedlise em trés proteinas
do complemento, C1, C4 e C2, resultando na formacédo de um complexo, a

C3 convertase (C4b2a).

‘ Via Classica | Via da Lectina ligante Via Alternativa ‘
de Manose

Complexes Antigeno-

Anticorpo manose na superficie de patégenos patégenos

Lectina ligante de manose liga Superficie de ‘

C1q MBL c3
Cir-Cis MASP1 - MASP2
c4 c4 B

c2 c2 D
Y

Convertase de C3

Complexo de Ataque a Membrana {MAC]|

Figura 1. Vias de Ativacdo do Sistema Complemento

O primeiro componente a ser clivado (Cl) possui trés
subcomponentes: Clqg, C1lr e Cls. A molécula de C1q possui 06 porcoes
globulares unidas por uma regido central tipo colageno que envolve esse

complexo (C1r:Cls), e é responsavel pela conexdo da resposta imune

adaptativa humoral através das imunoglobulinas IgG e IgM com o sistema
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complemento. Além das imunoglobulinas G ou complexos imunes e de IgM,
a via classica possui outros ativadores como a proteina C reativa, certos
polissacarideos (endotoxinas) e alguns virus. Esta interagdo de uma ou
mais por¢Bes de Clqg as imunoglobulinas ou outros ativadores inicia uma
mudancga conformacional nesse complexo e a posterior atividade
enziméatica em C1lr, que uma vez ativado, cliva o Cls para gerar uma
serinoprotease ativa, que entdo, podera clivar outro componente da via
classica (C4). O C4 é um substrato natural para Cls que o cliva em dois
fragmentos, um menor denominado C4a, que € liberado na fase fluida, e
um maior (C4b), que se liga ao patégeno. O C4b unido ao patégeno pode
se ligar ao C2 tornando-o suscetivel a clivagem por C1ls. Da mesma forma
que ocorre com C4, o Cls cliva C2 e produz dois fragmentos: um maior
(C2b), liberado na fase fluida, e um menor C2a que permanece ligado ao
C4b para formar o complexo C4b2a, a C3 convertase da via classica
(Raum et al, 1980; Nusinow et al, 1985; Makrides, 1998; Naked et al; 2000;
Smith et al, 2001; Sahu & Lambris, 2001).

Além disso, o sistema complemento possui proteinas reguladoras
responsaveis pelo controle de sua ativacao, protegendo os tecidos proprios
da opsonizacdo ou lise pelo complemento. Por serem extremamente
eficientes, todas as células do hospedeiro possuem receptores especificos,
tais como a proteina co-fator de membrana (MCP-CD46), o fator de
aceleracdo do decaimento (DAF-CD55) e o fator homdlogo de restricdo
(CD59), que inativam o sistema em sua fase inicial (Barrington et al, 2001).

De fato, as proteinas reguladoras podem estar relacionadas com a
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habilidade do complemento em reconhecer o “préprio” do “ndo proprio”
(Sim et al, 1992; Roitt et al, 1994).

A atividade mais importante desse complexo é clivar um grande
namero de moléculas de C3 em C3b. Estas recobrem a superficie dos
patégenos, liga-se ao complexo C4b2a, gerando a C5 convertase
(C4b2aC3b) e que atuara na proxima proteina C5, gerando também dois
fragmentos: C5b e C5a. O C5b inicia a formag&o do complexo de ataque a
membrana (MAC) C5b-9 terminal (Kirschfink 2001; Grumach, 2001,
Liszewski et al.,1998).

Para a regulacdo da via classica, o inibidor de C1 (C1 INH), um
membro da familia das serpinas, inibe irreversivelmente as duas
serinoproteases do complexo C1 e esti presente normalmente no plasma
em uma concentracdo alta. O C1 INH liga-se as enzimas ativas C1r:Cls e
causa sua dissociacdo da molécula Clq, o qual, por sua vez, permanece
ligado ao patdgeno. Deste modo, o C1 INH limita o tempo durante o qual o
Cls ativo cliva C4 e C2. Do mesmo modo, o C1 INH limita a ativacdo
espontanea de C1 no plasma. (Sim et al, 1992; Paul, 1999; Presanis et al;
2003).

A via das lectinas ou MBL (mannose-binding-lectin ou lectina
ligadora de manose) € outra via de ativagdo do sistema complemento
independente de complexos antigeno-anticorpo. A fungdo primitiva das
lectinas envolve a agregacdo e opsonizagdo dos patégenos, e o
reconhecimento destes ocorre através dos carboidratos expressos na
superficie. A estrutura e fungdo da MBL s&o similares aquelas do fator C1q

da via classica (Tsutsumi et al; 2005). A MBL é uma molécula de padréo de
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reconhecimento do sistema imune inato, pertence a familia das colectinas
dependentes de Ca®* e liga-se a aglcares. Estes aglicares permitem que a
proteina interaja com um grande numero de virus, bactérias, fungos e
protozoérios (Matsushita & Fugita, 2001; Neth et al, 2000; Turner, 2003).

A MBL esta presente no sangue formando complexos com serino
proteases (MASPs), MASP-1, MASP-2 e MASP-3 e séo ativadas quando o
complexo MBL-MASP se liga a um carboidrato expresso na superficie
(Suankratay et al, 1999). Isso é observado por uma clivagem das cadeias
polipeptidicas das MASPs resultando em uma cadeia A e uma B. Uma vez
clivadas, as MASPs tornam-se enzimas ativas (Petersen et al,
2001;Gadjeva et al; 2004). A MASP-2 atua como o Cls da via classica e
cliva C4, vinte vezes melhor que a Cls ativada. A MASP-1 mostra-se apta
a clivar os fatores do complemento C3 e C2, fator Xll de coagulacdo e
fibrinogénio, enquanto que para a MASP-3 ndo se conhece o substrato
para sua agdo. As atividades das MASP-1 e MASP-2 podem ser inibidas
pelo C1 INH como acontece na via classica (Presanis et al; 2003).

Na via alternativa, o C3b é gerado espontaneamente em baixos
niveis, ligando-se a fragmentos gerados por clivagens proteoliticas do fator
B, Bb. Esta € regulada por muitas proteinas sollveis tais como o Fator H
que se liga com alta afinidade ao C3b e bloqueia o acesso do fator B,
acelerando o decaimento da C3 convertase da via alternativa (C3bBb). Se
o fator B (o precursor de Bb) n&o puder se associar ao C3b, o complemento
ndo é ativado. Uma vez ligado ao Fator H, o C3b se torna vulneravel a
degradagdo proteolitica pelo fator I, resultando em iC3b, o qual néo

participa nas convertases e é removido do ciclo. Na presenca dos fatores H
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e |, a protedlise de C3b resulta na clivagem da cadeia o de C3 (Kirkitadze &
Barlow, 2001; Cérdoba et al, 2004).

Jiang et al (2001) verificaram que a geragédo de Ba e Bb pelo fator B
séo reduzidas na presenca do C1-INH, mas néo do fator D, sugerindo que
a funcdo do C1-INH é também regular a ativacdo da via alternativa por
ligar-se ao C3b e inibir a formagéo ou desestabilizar o complexo com o fator

B.

2.2. O Sistema de Contato

A primeira evidéncia que o C1 INH estava envolvido na regulagéo do
sistema de contato, foi a observagéo feita por Landerman et al (1962) que o
plasma de pacientes com AEH era deficiente na capacidade de inibir a
calicreina plasmética. Os componentes do sistema de contato incluem o
cininogénio de alto peso molecular (HK) e a calicreina. O fator XII ndo é
tecnicamente um componente do sistema de contato, porém, desenvolve
um papel significante na ativagdo deste sistema (Nzeako et al, 2001). No
sistema de contato, o C1-INH regula a via de coagulagdo mediante a
inativagdo da calicreina do plasma e dos fatores de coagulagcéo Xla e Xlla
(Figura 2).

Pequenas quantidades do zimogeno fator Xl € constantemente
autoclivado para fator Xlla, em individuos saudaveis, possivelmente devido
a muitos contatos entre os iniciadores de superficie com carga negativa e o
fator XIlI circulante no corpo. Esta, entdo, por protedlise limitada, ativa a pré-

calicreina para calicreina ativada (Rosen & Davis lll, 2005)
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Esta pré-calicreina circula no plasma ligada ao cininogénio de alto
peso molecular (HK) gerando a ativagédo para calicreina e clivando o HK em
dois sitios para a liberagdo da bradicinina. A bradicinina possui varias
atividades biologicas: a vasodilatagdo, o aumento da permeabilidade
vascular, a constricdo da musculatura lisa gastrointestinal e uterina, a

bronco-constrigcéo e a constricdo coronariana e pulmonar.

C1INH
1
i
$

Fator Xila Preé -calicreina
Trauma
—————% | Plasmina ey
¢ s
Cininogénio de Alto PM -t Calicreina

+
i

C1 INH

Bradicinina

l

Vasodilatagao, Contragdao da musculatura lisa nao vascular e Edema

Figura 2. Interacéo do C1 INH na regulac&o do Sistema de Contato

O reconhecimento dos baixos niveis de C1lINH no Angioedema
Hereditario sugeriu sua acao sobre a permeabilidade vascular (Rosen &
Davis lll, 2005) e a relevancia da bradicinina liberada do HK pela calicreina
como o principal mediador no angioedema hereditario (Zuraw, 2005). O C1-

INH pode ser inativado por clivagens proteoliticas limitadas pela liberagcéo
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da elastase de neutrdfilos ativados (Liu et al; 2003). Cai e Davis Il (2003)
observaram em seus estudos que a ligacdo do C1-INH a moléculas de
selectinas na superficie endotelial pode facilitar o transporte e concentrar
C1-INH nestes locais, o que resultaria em uma regulacdo local mais

eficiente da ativagéo do sistema complemento e de contato.

2.3 - Inibidor de C1 Esterase

O C1-INH é uma glicoproteina (a-globulina sérica) da superfamilia
das serpinas, codificada por uma copia de gene simples de 17kb no
cromossomo 11 (11ql11-g13.1) (Figura 3) e consiste de oito éxons
separados por sete introns contendo muitas sequéncias de Alu repetidas

(Nzeako et al; 2001).

lipll.2
i1islil. 12
1lixil
figiz.1
lligqiz.=2
1lgiz.=
filgiF.1
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Ilgls.=
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1igF1
Iia3Z.1
Lila22.2
L1la2%.3
Blaw2X.1
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Bla2F. 3
Bla2d.1
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11245
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Figura 3. Ideograma com a localizacdo do gene de C1 Esterase (Serpingl) no

cromossomo 11
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E uma proteina que na fase madura apresenta 478 aminoacidos e é
excessivamente glicosilada, sendo a mais conhecida proteina dentro da
familia das serpinas. Consiste de um dominio serpina de 365 aminoacidos
e uma porcdo N-terminal de dominio ndo serpina de 113 aminoacidos. A
seqiéncia de aminoacidos no dominio serpina mostra claramente a
homologia com outras serpinas. Baseado nessa homologia um modelo
tridimensional dessas estruturas foi proposto em 2002 por Bos et al, como

mostrado na figura 4.

Sitio Reativo —
{Reactive Site)

Regiao de dobradica
(Hinge region}

Figura 4 - Modelo Tridimensional do dominio serpina no inibidor de C1. (Bos et al.,

2002. Structural and functional aspects of Clinhibitor. Immunobiology )
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Por ser um importante inibidor das serpinas, o Cl1 INH inativa
diferentes proteases do sistema complemento, sistema de contato, sistema
de coagulacao e sistema fibrinolitico (Lomas et al., 2002). O seu dominio
serpina (parte C-terminal) possui trés cadeias- e um centro reativo
exposto que se liga e blogueia a atividade de suas proteases alvo (Figura
5). A porcdo que ndo é dominio serpina (N-terminal) confere ao C1 INH a
capacidade de ligar-se a polissacarideos e E-selectinas. Possuindo esses
motifs, o C1 INH intervém na regulacédo das reac¢des inflamatérias (Cicardi

et al, 2005).

Figura 5 - Formagéo do complexo da serpina e protease. Em amarelo: loop do
centro reativo; azul: tripsina (com hélices em magenta para orientacéo);
verde: P1 Met.; vermelho: a1-antitripsina na cadeia [ central.
(Huntington et al. Structure of a serpin-protease complex show inibition

by deformation. Nature. 2000).
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Além do sitio reativo, o C1 INH possui uma regido de dobradica
(hinge) que Ihe confere uma alta flexibilidade, sendo essencial para uma
eficiente captura das proteases alvo. Quando essa captura € ineficiente, as
serpinas em geral, sdo clivadas pelas proteases, enquanto o sitio reativo é
inserido dentro da cadeia B central. A protease é liberada do sitio reativo
antes que seu sitio catalitico se torne distorcido e essa liberacdo retém a
atividade proteolitica.

Residuos de aminoéacidos (chamados P14, P12 e P10) na regido de
dobradica, fortemente ligados as proteases alvo sdo importantes para a
rapida formagdo de um C1 INH de conformagédo alterada. A importancia
desses residuos nas mudancas conformacionais e na func&o inibitéria é
marcada pelos altos niveis de conservagdo nas serpinas. Esse elegante
mecanismo desenvolvido pelo o C1 INH age como um inibidor suicida que
funciona como uma armadilha para formar complexos altamente estaveis
com as proteases que reconhece e € frequentemente afetado por pontos de
mutacgao. (Wagenaar-Bos & Hack, 2006; Pappalardo et al, 2008).

Mutacdes nos residuos da regido de dobradica frequentemente
convertem as serpinas inibitérias em substratos. Como conseqiéncia da
labilidade conformacional ha a possibilidade da formacao do polimero por
insercd@o do loop do centro reativo (RCL) de uma molécula dentro da cadeia
B de outra (Mast et al. 1991; Huntington et al. 1999; Dunstone et al. 2000).
Muitas dessas mutag¢des foram identificadas por aumentar a propenséo de
polimerizagéo, levando a disfungéo e doenca (Stein and Carrell 1995).

Segundo Davis 1l (1998) a sintese de C1-INH ocorre principalmente

no figado, embora outras células, incluindo mondcitos, macréfagos, células
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endoteliais, células epiteliais amnidticas, microglia e talvez outras células

no cérebro sejam capazes de sintetizar C1-INH.

2.4 - Angioedema Hereditério

Segundo Kaplan & Graves (2005), o angioedema hereditario (AEH) é
uma doenga que ocorre com uma frequéncia estimada entre 1:10.000 e
1:50.000 da populacdo geral. Com base na prevaléncia apresentada,
estima-se que cerca de 4000 & 20.000 pacientes possam ser afetados em
nosso pais. O reconhecimento da doenga ainda se encontra restrito em
Nosso meio, com poucas publicacdes, dentre as quais, trés do nosso grupo.
(Grumach et al, 2006; Chagas et al., 2004; Moschione-Castro et al, 1998)

O diagndstico de AEH é feito através de ensaios laboratoriais, onde
existe baixa atividade funcional do C1-INH e profundo decréscimo de C4.
Embora a avaliacdo dos niveis séricos de C4 sejam cruciais para o
diagndstico de AEH, Karim et at., 2004 estudaram um paciente que possuia
niveis normais de C4, ilustrando que somente a avaliacdo desse
componente ndo exclui o AEH.

Dois subtipos distintos de AEH sé&o descritos: AEH tipo |
(aproximadamente em 80-85% dos pacientes), caracterizado por baixos
niveis séricos de C1-INH e o AEH tipo Il (cerca de 15% dos pacientes) com
concentracdes de C1-INH normais ou elevadas, e baixa atividade funcional
do C1-INH devido a secre¢do de uma proteina disfuncional (Grumach et al,

2001; Cicardi & Zingale, 2003).
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Uma 32 forma de AEH (tipo Ill) foi recentemente descrita, com
atividade do C1-INH normal, portanto, sem envolver o C1-INH (Kaplan &
Greaves, 2005).

Este tipo de AEH foi inicialmente descrito apenas no sexo feminino,
porém, Bork et al (2006a) verificaram que os homens também s&o
afetados. Os autores sugerem que a gravidez e o uso de anticoncepcionais
pelas mulheres fariam com que elas apresentassem manifestacées clinicas
mais frequientemente.

Mais recentemente, a deficiéncia de fator Xll foi encontrada em 1/3
dos casos de Angioedema néo relacionado a deficiéncia de C1INH (Cichon
et al., 2006).

Os ataques de AEH caracterizam-se por acometer trés sitios
principais: o tecido subcuténeo, os tratos gastrointestinal e respiratorio. Os
ataques agudos persistem por 3 a 5 dias e sdo desencadeados por trauma,
procedimentos cirdrgicos médicos ou odontolégicos, estresse emocional,
menstruagdo, infec¢gdes ou o uso de contraceptivos orais.

A deficiéncia de C1-INH causa uma ativagao maior de C1, resultando
no consumo de C2 e C4, detectados por baixos niveis dessas proteinas no
plasma. Também ocorre excessiva formag¢do da enzima calicreina, com a
transformagéo aumentada do cininogénio em cininas, bem como de
bradicinina, que é altamente vasoativa. Esta evidéncia é reforgada visto que
a bradicinina tem sido relacionada ao edema do AEH muito mais
intensamente que os peptideos vasoativos resultantes da ativacdo do

complemento (Kaplan & Greaves, 2005).
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Nas crises agudas de AEH, o tratamento consiste na administragéo
de concentrado purificado de C1-INH ou na falta deste, na infusdo de
plasma fresco congelado (Chagas et al; 2004). A profilaxia com andr6genos
atenuados (danazol, estanazolol e oxandrolona) é efetiva na prevencéo dos
sintomas quando sua frequiéncia e gravidade afetam a qualidade de vida.

Em criangas, o acido tranexamico pode ser usado como profilaxia

dos ataques (Zingale et al., 2006).

2.5 - Mutagdes no Gene Inibidor de C1 Esterase

A guase totalidade dos individuos com a AEH s&o heterozigotos para
mutacdes que resultam tanto no decréscimo na quantidade da proteina C1
INH circulante quanto na sintese de C1 INH disfuncional. Essas duas
variantes tém sido tradicionalmente classificadas como tipo | e Il da doenca,
respectivamente. A analise genético-molecular deixou claro que o namero
de mutagBes leva a uma sintese anormal da proteina que pode ser
degradada, retida intracelularmente ou secretada em pequenas
quantidades. Por isso, os individuos acometidos pela doengca expressam
um gene normal, e as pequenas quantidades da proteina anormal séo
extremamente dificeis de serem detectadas.

Mais de 200 mutagcbes no gene do C1-INH foram descritas em
pacientes com AEH (Kéng et al, 2006, Kalmar et al 2004). O AEH tipo | foi
relacionado a diversas mutagbes com dele¢des ou inser¢cdes simples ou

multiplas de nucleotideos no gene do C1-INH e estéo distribuidas em todos
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0S éxons e entre 0s éxons e introns do gene (Tosi, 1998). No AEH tipo Il, o
defeito estd usualmente localizado proximo ao sitio ativo Arg 444 — Thr 445
ou no éxon 8. Essas mutacdes afetam tanto a integridade da estrutura da
proteina quanto a sua habilidade para o reconhecimento de proteases
(Chagas et al, 2004; Bowen et al, 2001; Kang et al, 2006).

Zuraw e Herschbach (2000) identificaram polimorfismos no C1 INH e
sequenciaram, entdo, os éxons para identificar as mutacbes em 24
individuos com AEH. Em todos, foram detectados polimorfismos
envolvendo os éxons 2,3,4 ou 8. Este estudo proveu bases futuras de
estudos para definir a relagdo entre o genétipo do C1 INH e a gravidade da
doenga.

Embora muitas mutagbes diferentes estejam associadas ao
angioedema hereditério, somente poucas delas séo recorrentes em mais de
uma familia, mostrando que pouco mais de 25% dessas mudangas séo
encontradas em pacientes sem um historico familiar de angioedema, o que
representariam novas mutagoes (Tosi, 1998).

Segundo Kramer et al (1991), a avaliacdo da sintese de C1 INH em
fibroblastos demonstra que o catabolismo e o decréscimo da expressao do
alelo normal do C1 INH pode ser detectado em pacientes com AEH e,
assim, contribuir para a menor quantidade funcionalmente ativa de C1 INH
produzido. Cicardi et al (1987) e Pappalardo et al (2003) demonstraram,
também, que a obtencdo de C1 INH a partir de mondcitos € mais facil que
dos hepatdcitos humanos e, além disso, ndo requerem passagens por

culturas que modifiquem sua expressao protéica.
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Muitas familias com AEH ja foram genotipadas e nenhum caso de
homozigose havia sido descrito, supondo-se que a deficiéncia homozigota
no C1 INH fosse embrionariamente letal. Em um estudo feito por Verpy et al
(1996) detectou-se uma mutagdo homozigota em uma familia com AEH.
Essa mutagédo afetava a regido promotora do C1 INH e, devido a esse
relato, o AEH foi associado a heranga autossémica recessiva. ISso ocorreu,
provavelmente, porque esta mutacgéo resultou em uma discreta redugdo na
expressdo do C1 INH, supondo-se ser necessério afetar ambos os alelos
para produzir o AEH.

Blanch et al (2006) descreveram os primeiros dois pacientes
homozigotos para uma mutacao afetando a regido codificante do C1INH em
uma familia investigada. Esses pacientes apresentaram niveis reduzidos de
C1l INH, C4 e Cls, niveis indetectaveis de Clgq e Clr na forma ativa,
mostrando que o perfil de consumo e ativagéo da via classica do sistema
complemento é diferente daquele encontrado em pacientes com AEH e
similar ao Angiodema Adquirido (AEA).

Muitos estudos sobre a sintese de C1INH consideram somente um
ou poucos individuos, e muitos deles ndo levam em conta o tipo de defeito
molecular existente. Portanto, muitas mutagdes diferentes sdo associadas
com o AEH e somente poucas delas repetem-se em mais de uma familia.
Sendo assim, € importante caracterizar todos os defeitos no C1INH em um
grande numero de pacientes para elucidar-se a relagéo estrutura-funcdo no
proprio ClINH e nas serpinas, em geral, para assim estabelecer

correlagbes entre o gendtipo e a gravidade da doenca associada ao AEH

35



ou os efeitos secundéarios do tratamento (Pappalardo et al, 2004; Roche et
al, 2005).

Além da variante fenotipica do AEH tipo Il, na qual a proteina se
apresenta disfuncional no plasma dos pacientes, diferentes variantes
moleculares sdo também descritas para o tipo I, no qual resultam em
mudancas no nivel de mRNA ou de proteinas trocadas que afetam a
atividade intracelular do C1-INH (Frangi et al, 1991).

As anormalidades estruturais no gene do C1 INH em pacientes com
o tipo | da doenca séo heterogéneas e incluem delegbes, insergdes, e
pontos de mutacdo que levam a uma aparente falha na sintese ou secre¢éo
de C1 INH e estéo distribuidas através de todo o gene. No tipo Il, o alelo
anormal usualmente apresenta pontos de muta¢des que produzem uma
troca simples de amino4cidos dentro do sitio reativo ou na dobradica da
regido proximal, a qual esta envolvida no dobramento e apresentacéo do
sitio ativo (Blanch et al., 2005; Pappalardo et al, 2004; Sekijima et al, 2004;
Kramer et al, 1993; Ernst et al, 1996; Aulak et al, 1988).

Como demonstrado por Davis et at, 1992, mutacdes nesses residuos
em pacientes com AEH, que levavam a uma proteina C1 INH disfuncional,
mostrando que um distarbio na flexibilidade da regido de dobradica
desacelera a inser¢do do sitio reativo na ligagédo da protease, permitindo
gue a protease clive a serpina antes desta ser capturada. De fato, o tipo Il
de AEH pode ser o resultado de mutacdes nessa regido de dobradica do
C1 INH (Levy et al, 1990). O éxon 8 j& foi muito descrito por conter uma

regido de dobradica e centro reativo criticos na molécula do C1 inibidor e
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muitas mutagfes ja foram identificadas nesse éxon (Davis et al., 1993;
Verpy et al., 1995; Bowen et al., 2001).

Um banco de dados para mutagdes do gene inibidor de Cl esterase
(HAEdDb) proposto por Kalmar et al (2004) mostra que essas mutacdes
podem ser classificadas em dois tipos: a) grandes mutagdes, envolvendo
delegbes e inser¢gdes maiores que 1 kb e (b): micro-mutagdes envolvendo
mutagdes menores, como, mutagdes tipo missense ou defeitos de splicing.

A criagcdo deste banco de dados foi de grande importancia para
ajudar na compreensdo das informagbes das alteracbes genéticas do
inibidor de C1. Devido a poucos estudos sobre mutagdes, o banco de
dados ainda é pequeno e restrito somente a relatos europeus, porém, 0s
dados existentes funcionam como uma ferramenta adicional na
identificacdo de novas mutagoes.

A tabela 1 mostra a distribuicdo das grandes mutagdes e os tipos de
defeitos envolvidos, bem como os éxons afetados e a metodologia utilizada
para detec¢cdo da mutagcdo. O historico familiar positivo significa que ao
menos um ou mais pacientes com angioedema hereditario possui uma
mutacdo na familia afetada, enquanto que o caso esporadico mostra que
somente um individuo apresenta mutacao na familia (Kalmar et al, 2004).

No Brasil, ndo existem ainda dados sobre as alteracées moleculares
do inibidor de C1 esterase relacionadas a pacientes com AEH e a definicéo
dos mecanismos de expressao do gene de C1-INH poderia dar informacdes
fundamentais e importantes para o entendimento dos padrbes e
mecanismos mutagénicos desta proteina e, possivelmente, repercutir sobre

o reconhecimento da doenca e sua abordagem terapéutica.
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Tabela 1. Distribuicao dos tipos de mutacdes, éxons afetados e metodologia utilizada de acordo com o HAEdb (Kalmar et al, 2005)

Referéncia

N° de individuos

Tipo de Mutacéo

Exons(s) / Intron(s) afetados

Histérico. Fam.

Metodologia

Kang et al, 2006; 32 Delecéo (4) Intrpns 2,5,6,7 Positivo Southern Blot/
(Coréia) Insercoes (4) Exon 3, 7,8 PCR
Roche et al, 87 familias Insercdes (2); ) Positivo Southern Blot/
2005;(Espanha) Delecbes (7) Exons: 4,5,6,7,8, Esporadico RT-PCR
Pappalardo et al, 57 Delecbes (4) éxons: todos Esporadico Southern Blot/
2004(Italia) RT - PCR
Duponchel et al, 19 delecéo éxons: todos positivo PCR
2001 (Franca)
Kalmar et al, 64 Delecéo (2); Insercéo éxons: 4,7 Positivo Southern Blot/
2003;(Hungria) (1) RT-PCR
) Positivo;
Stoppa-Lyonnet et 45 Delectes (8); Exons: 1,2,3,4,8 Esporadico; Southern Blot.

al, 1991(Franca)

Duplicactes (1)

desconhecido
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando-se que:

1) A importancia do diagnéstico de Angioedema Hereditario e o

restrito reconhecimento desta doengca em nosso meio;

2) As mutacdes ja descritas para o gene de inibidor de C1 esterase

afetam a integridade dessa proteina.
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4. OBJETIVO

Objetivo Geral

Avaliar as mutacdes nos éxons do gene de inibidor de C1 esterase em

membros de uma familia, caracterizando o tipo de mutagéo existente.

Objetivo especifico

Através da padronizacdo da técnica de seqlienciamento para o gene de

inibidor de C1 esterase contribuir para melhor compreensdo dos

mecanismos mutagénicos da doenga.
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5. CASUISTICA

O estudo avaliou dois grupos: a) Grupo AEH - uma familia com
histéria de deficiéncia de inibidor de C1 esterase e b) Grupo C -
voluntarios sem a doenga. Os pacientes foram detectados no
Ambulatério de Manifestacbes Dermatologicas das Imunodeficiéncias
Priméarias do Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo. Este Ambulatério atende a pacientes com
suspeita de imunodeficiéncias primérias e tem sido referéncia para o
atendimento de individuos com Angioedema e suspeita de deficiéncia de
inibidor de C1 esterase.

Todos 0s casos encaminhados sdo submetidos a avaliagdo
clinico-laboratorial com o propésito de confirmar o diagnostico e obter as
caracteristicas clinicas. O grupo controle foi composto de individuos
(n=20) que trabalham no laboratério e estdo em boas condigbes de
saude. Embora, o grupo controle ndo apresente manifestacdes clinicas,
todos os testes laboratoriais foram também executados em suas
amostras. N&o houve exclusdo de pacientes devido a faixa etaria e 15
membros de uma mesma familia foram avaliados. Individuos sadios do
grupo controle com qualquer reagdo alérgica associada a angioedema
foram excluidos.

O presente estudo foi submetido & Comiss&o de Etica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (CAPPesp/HC-FMUSP)

e aprovado pela mesma (anexo 1).
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Foram obtidos os consentimentos informados (anexo 2),
aprovados pela referida Comisséo, de todos os pacientes bem como dos

voluntarios sadios que participaram dos grupos controles.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 - Coleta e Preparo das Amostras

As amostras foram coletadas no periodo de janeiro de 2007 e
agosto de 2008. Obteve-se sangue periférico dos pacientes por meio de
puncdo venosa em tubos secos (10 mL) e com EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético) (5 mL). Soro, plasma e fracdo de células foram
aliquotados e armazenados a -70°C antes da analise.

A separacéo das células mononucleares (CMN) foi realizada com
a amostra de EDTA. O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos,
para separacdo das partes. O anel de células foi aspirado, lavado em 2
mL de solugdo salina para remocdo do excesso de hemécias e,
posteriormente, adicionou-se 1 mL de solucdo de lise (RBC — GFX
Genomic Blood DNA Purification kit, Amershan Pharmacia Biotech, Inc,
Piscatway, EUA), incubando-se por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado. As células foram ressuspensas em 2 mL de solugéo salina e
aliquotadas (500 L) em tubo de congelamento livre de DNA/RNAse a -
70°C. A contagem de células foi realizada através do Cell-Dyn (1400)
para confirmacao da presenca das mesmas. Este material foi mantido até

a extracdo de DNA gendmico para os ensaios moleculares.
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6.2 - Avaliagdo da Integridade da Via Classica do Sistema

Complemento

A avaliacéo da via classica do sistema complemento foi realizada
no Laboratério de Investigacdo em Dermatologia e Imunodeficiéncias 56
(LIM 56) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o Paulo,
utilizando-se o soro obtido pela coleta em tubo seco. Para essa via, foi
padronizado o ensaio hemolitico para realizacdo de leitura em placa de
ELISA, modificado das técnicas de Waage (1996).

A via cléssica foi avaliada pela técnica de CH50 (complemento
hemolitico 50%), onde as hemacias de carneiro, coletadas em solugéo
Alsever's modificada, foram lavadas em tampdo GVBS-Mg e
centrifugadas a 3000 rpm, por 5 minutos, & 4°C. Essa lavagem foi
repetida até que ndo houvesse lise no sobrenadante. Sensibilizou-se
uma suspensdo de hemécias a 2% com hemolisina 1/500 e incubou-se
em banho-maria & 37°C, por 30 minutos (SH — sistema hemolitico). Apds
centrifugacdo e retirada do sobrenadante, o SH foi ressuspenso no
mesmo volume de tamp&o e armazenado a 4°C até o momento do uso.
Diluiram-se as amostras de soro nas fracdes de 1/20 a 1/60, em tampéao
GVBS-Mg e incubou-se com 50 pL do SH em uma placa de 96 pogos de
fundo redondo.

A curva padrao foi feita paralelamente:

KO =50 pL de SH + 150 pL de tampao GVBS-Mg.
K50 = 25 pL de SH + 175 pL de agua destilada.

K100 =50 pL de SH + 150 de agua destilada.
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A placa foi incubada por 1 hora, a 37°C, em camara Umida. Foi
entdo, centrifugada a 1000 rpm, por 3 minutos, & 4°C; e 50 uL do
sobrenadante foram transferidos para uma outra placa de 96 pocos de
fundo chato contendo 200 uL de agua destilada. A leitura da absorbancia
foi determinada a 414 nm.

O resultado (nUmero de unidades — U — de CH50) é a reciproca da
diluicdo do soro que causou 50% da hemolise. O valor de referéncia de

CH50 em nosso laboratério varia de 63 a 170 U/mL.

6.3 - Avaliagdo dos Componentes C1lINH, C3 e C4 do Sistema

Complemento

A avaliagdo da atividade antigénica dos componentes C1INH, C3 e
C4 do sistema complemento foi realizada no Laboratério de Imunologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (HC-FMUSP) por nefelometria (Beckman Array 360 system)
(Waage et al., 1996), utilizando os soros dos pacientes e controles,
previamente coletados em tubo seco (10 mL).

Este ensaio € semi-automatizada e avalia as condigcdes da
amostra resultando em menor variabilidade na andlise das amostras.
Esta técnica avalia as propriedades de dispersdo da luz através do
complexo solluvel dos componentes do sistema complemento a serem
medidos e o anticorpo especifico direcionado aquelas substancias. O

grau de dispersao de luz, em uma quantidade constante de anticorpos
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em excesso, é proporcional a quantidade de antigeno presente na
amostra. A luz dispersa foi registrada por um detector eletrénico e a
informacéo transmitida a um computador permite a analise da quantidade
de antigenos presentes por comparacdo com os dados de uma curva
padréo. As condicdes e a realizagdo destas dosagens foi acompanhada

por nos.

Os valores de referéncia no Laboratério de Imunologia sao:
C1INH =21 a 39 mg/dL
C4 =10 a 40 mg/dL

C3 =90 a 180 mg/dL

6.4 - Avaliagdo Funcional de C1-INH

Para avaliagdo da atividade funcional do inibidor de C1 esterase
foi utilizado método dos dois pontos do kit “Berichrom Inibidor de C1”
(Dade Behring — USA) segundo as instrugdes do fabricante. Inicialmente
todos os reagentes utilizados foram aquecidos a 37°C em cuvetas
plasticas. Foram entéo, adicionados 20uL de solugao salina e 1000uL de
enzima C1 esterase. Como branco, utilizou-se 1100uL de solucao salina
e 20uL de plasma padréo. Nas amostras em teste, foram utilizados 20uL

de plasma e 1000uL de enzima C1 esterase.

As amostras foram agitadas por 5 minutos a 37°C. Apés, adiciou-

se 100uL de reagente de substrato nos tubos com a enzima C1 esterase
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e nas amostras em teste. Os tubos foram novamente agitados durante
dois minutos e em seguida, adicionados 500uL de acido acético a 20%
para interromper a reagdo. As amostras foram lidas em absorbancia de
405 nm contra a amostra branco. O intervalo de referéncia foi de 70-

130% ou 0,70-1,30 UC1INH/mL (valores fornecidos pelo fabricante).

6.5 - Isolamento do DNA

As aliquotas de células mononucleares (CMNs) (2x10° cél/mL)
foram submetidas a um processo de extragdo de DNA por meio de
reagente comercialmente disponivel (Purelink Genomic DNA Kit -
Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em resumo, 200
pL de células foram agitadas e homogeneizadas e em seguida foram
adicionados 20 pL de proteinase K e 20 pL de RNAse A. A mistura foi
homogeneizada em aparelho voértex e incubada em temperatura

ambiente por 2 minutos.

Apos, adicionou-se 200 pL de Genomic Lysis/Binding Buffer
misturando-se para obter uma solugdo homogénea. A solucdo foi
incubada a 55°C por 10 minutos para promover a digestdo de proteinas.
Acrescentou-se entdo, 200 pL de etanol 96-100% para lise de células e
agitando-se por 5 minutos no vértex. Essa mistura lisada foi entéo
colocada em uma coluna e centrifugada a 10.000 xg por 1 minuto em

temperatura ambiente.
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O tubo coletor da coluna foi descartado e a coluna colocada em
outro tubo. Adicionou-se 500 pL de tampé&o de lavagem preparado com
etanol centrifugando-se em velocidade maxima por 3 minutos. Apds a
centrifugacgédo, o tubo coletor foi desprezado e a coluna colocada em um
tubo eppendorf estéril. Foram adicionados 50 pL de Genomic Elution
Buffer e o tubo foi centrifugado novamente em temperatura ambiente por
1 minuto. A coluna foi centrifugada novamente em velocidade méxima
por 1 minuto. O DNA gendémico foi armazenado a -70°C para futuro uso

na amplificacdo do DNA por PCR.

6.6 - PCR (Polymerase Chain Reaction) para Avaliacdo das Mutagdes

em DNA Gendmico do C1-INH

Com o objetivo de verificar as mutagdes no gene de inibidor de C1-
Esterase, foi realizada a PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia), com
primers para os éxons 1,2,3,4,5,6,7 e 8 do gene, como pode ser
evidenciado na tabela 2. Sequéncias 5/3. Os templates foram
preparados da seguinte maneira: uma aliquota do nosso estoque recém
purificado foi diluida 100 vezes em &gua ultrapura (Millipore Milli-Q®). A
partir dessa diluicdo, foram feitas diluicbes na base 2 (1:2 e 1:4). Na
PCR, foi utilizada a seguinte mistura (1x): 10 mM Tris-HCI (pH 8,3),
contendo 1,5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 200 uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (ANTPs), 0,2 mM de cada primer e 1U de
Thermus thermophilus DNA polimerase (Tth, Biotools®, Madri, Espanha).

A seguir, foram adicionados por reagéo 5 pL de cada template.
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Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,5% (GIBCO®) em tampdo TBE a 100 volts por 45
minutos e corados com solucdo de brometo de etideo (10ug/mL). A
presenca dos amplificados foi visualizada através de exposicdo a luz UV.
A Imagem foi obtida com o aparelho de captura de imagens Vilber
Lourmat (Fotodocumentador Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, Franca).

As reagbes da PCR que se apresentaram positivas e com 0sS

fragmentos esperados foram purificadas e sequienciadas.
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Tabela 2. Iniciadores usados para o sequenciamento do C1 INH em DNA

gendmico

Exons

Iniciadores

Produtos

le?2

Sense:

GGG ATT TGG GCT AAATTC CGT
Antisense:

CAC ACT CAA TGA TCC CAA GAG GA

973 bp

Sense:
TCG ACGACCGTTACCTTC TCT GAG GAATTAGTG G
Antisense:

TCG GAT AGC TAG TCG TCA GAG TTT TAC AAG CAA
TCG GT

893 bp

Sense:

TAG TCG ACG ACC GTT ACT CCA AAG CAG GGA ATA
CCccC

Antisense:

TCG GAT AGC TAG TCG TTT ACT GTA CCT GCC CGG
TTAT

502 bp

5e6

Sense:

TAG TCG ACGACCGTTATGTTCTTG GTT CTG GGT
TTAC

Antisense:

TCG GAT AGC TAG TCG TGA GAA GGA GAA AAG ATA
GGG T

890 bp

Sense:

TAG TCG ACG ACC GTT ATT GCC CAT ATT ACA TAG
CTCG

Antisense:

TCG GAT AGC TAG TCG TAATAC TCT AGA GAATGC
TAA CTA

625 bp

Sense:

TAG TCG ACG ACC GTT AGA GGA TCC CAC GAA CTG
CCAG

Antisense:

TCG GAT AGC TAG TCG TGT GAA CTT GAA CTA GAG
AAA GC

677 bp
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6.7 - Reacao de Sequenciamento

Os produtos amplificados foram sequenciados utilizando o Big-Dye
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Ca, USA). Para tanto,
foram preparadas duas solugbes para um volume final de 15 pl.
Inicialmente foi determinada a quantificagdo do produto da PCR
purificado em nanogramas (ng) por meio da sua comparagdo com um
padréo de peso molecular (Low Mass Ladder, Invitrogen), observado em
gel de agarose. A solugédo para cada amostra, teve volume final de 6pl
com agua deioneizada g.s.p, € 0 volume de cada amostra para esta
solucédo, foi definido por meio da quantificacdo descrita acima. Para a
solucéo de reagentes foram utilizados 4 ul de tampéo 5X, 2 ul do Big-Dye
Terminator versdo 3.0 e 3 ul de iniciadores na concentragéo de 2 pM,
para um volume final de 9 pl. Os iniciadores utilizados serdo 0os mesmos
utilizados na PCR e a amplificagédo foi bidirecional. As duas solucdes
foram aplicadas em uma placa de sequénciamento. A placa foi
centrifugada por 15 segundos a 200rpm e levada ao termociclador por 2
minutos a 96°C seguidos de 25 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5

segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C.

6.8 - Precipitag&o da reacao de sequienciamento

Para precipitagdo dos produtos de sequenciamento, foi adicionado

ao mesmo 80uL de etanol 70% e misturados em agitador automatico. A
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placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente protegida da
luz. Apés, foi realizada centrifugagdo por 45 minutos a 4000 rpm a
temperatura de 20° C. O sobrenadante foi desprezado e 100 pL de etanol
70% foram adicionados ao produto da centrifugagdo (pellet). A placa
agitada e centrifugada novamente por 10 minutos a 4000 rpm a
temperatura de 20° C. O produto precipitado foi levado ao termociclador
a 94° C por cinco minutos para secagem. Ao produto precipitado foram
acrescentados 15uL de formamida Hi-Dye. Novamente a placa foi
centrifugada, por um minuto a 200 rpm a temperatura de 20° C e levada
ao termociclador a 95°C por 5 minutos para denaturacdo. As amostras
foram seqienciadas no sequenciador automéatico ABI Prism 3100

Genetic Analyser (Applied Biosystems, Ca, USA).

As sequéncias foram editadas e analisadas utilizando o programa

DNASTAR lasergene 7.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney para a analise
das diferencas entre os grupos estudados. As andlises de concentragdo
foram realizadas utilizando a correlacdo de Pearson ou Spearman. Os

programas utilizados para as analises foram o Excell e o Minitab 14.
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8. RESULTADOS

8.1 - Caracterizagado da Casuistica

O Grupo AEH foi composto de uma familia com 15 individuos com

membros sintomaticos para deficiéncia de inibidor de C1 esterase (figura

6), sendo relevante o histdrico familiar para caracterizacdo da doenga e

0 Grupo C de voluntérios sem a doenca foi composto de 20 individuos.

O grupo AEH distribuiu-se em 9 do sexo feminino e 6 do sexo

feminino, com idade mediana de 21 anos (10- 60 anos). No grupo

controle a distribuicdo foi de 10 do sexo feminino e 10 do sexo

masculino, com idade mediana de 31 anos (21 — 49 anos) como €

mostrado na tabela 3 e figuras 7 e 8.

Tabela 3 — Distribuicdo dos controles e pacientes quanto ao sexo

e idade

Grupo AEH Controle
Masculino 9 10
Feminino 6 10

Total 15 20
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Figura 6 - Heredograma da familia com Angioedema Hereditario
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Figura 7 — Predominancia do sexo masculino na familia estudada
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Figura 8 — Idade dos Pacientes na familia estudada

56



%
100 98,7%
75
50
25
1,3%
0
Tipo |

Figura 9 — Classificac&o do tipo de angioedema

A avaliacdo laboratorial nos controles e pacientes mostrou CH50

em niveis normais (63-170 U/ml) (figura 10).

Os niveis séricos de inibidor de C1, C3 e C4 avaliados mostraram
niveis normais nos controles e diminuidos em 13/15 pacientes
analisados (Figuras 11, 12 e 13 respectivamente), correspondendo a
98,7% casos, predominando assim o tipo | da doenga (figura 9). Na
avaliacao funcional do C1-INH, todos os pacientes apresentaram niveis
funcionais diminuidos (32% a 44% de funcionalidade). Sendo, o valor

normal entre 70%-130%. (figura 14).
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Figura 10 — Avaliacdo da Integridade da Via Classica em

Controles Sadios e Pacientes
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CH50 184.0 110.0 136,3

A atividade hemolitica da via classica sistema complemento

em controles sadios e 0s pacientes analisados mostrou-se dentro

dos valores de normalidade para CH50 em placa (63 a 169 U/mL).
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Figura 11 — Avaliacdo dos niveis séricos de C1-INH em individuos

sadios
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HAE
Ensaio | Maximo Minimo Mediana
C1-INH 35 3 9,6

Os niveis séricos de inibidor de C1 mostraram-se normais

nos controles sadios e diminuidos na maioria dos pacientes

analisados (13/15). Valores de normalidade para C1-INH por

nefelometria (21 a 39 mg/dL)
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Figura 12 — Avaliacéo dos niveis séricos de C3 em individuos sadios
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Os niveis séricos de C3 em controles sadios e o0s
pacientes analisados foram detectados em niveis normais.

Valores de referencia por nefelometria (90 a 180 mg/dL)



Figura 13 — Avaliacdo da atividade antigénica de C4 em controles
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A atividade antigénica de C4 mostrou-se com niveis
normais nos controles e com niveis diminuidos em 13/15
pacientes analisados. Valores de referéncia para C4 por

nefelometria (10 a 40 mg/dL).
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Figura 14 — Avaliacdo Funcional do inibidor de C1 nos pacientes, expressas

pela porcentagem de C1 inibidor na exposicdo de C1 esterase
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Houve uma baixa atividade funcional do inibidor de C1 em todos

0s pacientes analisados. Plasma padrdo para o ensaio funcional por

colorimetria (Dade Berhing) foi usado como controle da reagéo. Atividade

funcional normal (70%-130%).
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8.2 - Padronizacdo da Técnica de PCR para o Gene Inibidor de C1

Esterase

Com a finalidade de padronizar as condigbes experimentais, foram
realizadas reagdes de PCR semiquantitativo. Utilizou-se o DNA gendmico
proveniente de CMNs dos pacientes com Angioedema Hereditério (01 -
15 ) previamente extraidos. A avaliacdo dos éxons 1 e 2 foram feitas
segundo “primers” descritos por Pappalardo et al., 2001

As reacgdes realizadas ndo obtiveram resposta semelhante e foram
repetidas com adaptacdo para condi¢cdes proprias ao nosso laboratorio.
As condicdes utilizadas para o éxon 1 e 2 foram: 94°C por 5 minutos para
desnaturagdo, seguidos de 32 ciclos de 94°C por 1 minuto e 10
segundos, pareamento dos iniciadores a 63°C por 1 minuto e 10
segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e 10 segundos e apés o termino
dos ciclos, obteve-se a extenséo final do produto a 72°C por 10 minutos.

Os resultados mostraram que houve a amplificagédo do gene do
inibidor de C1 Esterase (SERPING1) em todas as amostras de pacientes
e controles de todos os éxons, mostrando a presenca de uma Unica
banda no gel de agarose, com o produto de amplificacdo esperado,
demonstrando o sucesso da amplificacdo nas condigbes utilizadas

(Figura 15).
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2000bp —»

973bp —»

Figura 15: Andlise dos éxons 1 e 2 em gel de agarose em todos os pacientes

Para o éxon 3, a amplificacdo foi realizada com desnaturagcéo
inicial de 94°C por 5 minutos, seguidas de 32 ciclos de 94°C por um
minuto, pareamento dos iniciadores a 58°C por 1minl0s e extensdo a

72°C por 1min10s, seguidos de 10 minutos a 72°C para extenséo final

(Figura 16)

M.L 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
2000bp ——> e s b Y o b S i e M bl
893bp ’

Figura 16: Andlise do éxon 3 em gel de agarose em todos os pacientes

Para o éxons 4,5,6,7 e 8, as amplificacBes foram realizadas com
desnaturac&o inicial de 94°C por 5 minutos, seguidas de 32 ciclos de
94°C por um minuto, pareamento dos iniciadores a 60°C por 45

segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos. Ap6s o término dos 32 ciclos,
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obteve-se a extenséo final do produto a 72°C por 10 minutos (Figuras 17,

18, 19 e 20).

M.L 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

2000bp——»

502bp —»

Figura 17: Andlise do éxon 4 em gel de agarose em todos os pacientes
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Figura 18: Analise dos éxons 5 e 6 em gel de agarose em todos os pacientes
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Figura 19: Andlise dos éxon 7 em gel de agarose em todos os pacientes



M.L 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

2000bp—»
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Figura 20: Andlise dos éxon 8 em gel de agarose em todos os pacientes

*M.L: Mass Ladder

8.3 - Sequenciamento das Reagdes de PCR para Avaliagao das

Mutagcbes no Gene de C1 Inibidor

Os produtos amplificados na PCR foram sequenciados utilizando o
seqlienciador automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems, Ca, USA). Essas sequéncias foram editadas e analisadas
utiizando o software DNASTAR lasergene 7 SegMan Pro. No
heredograma (figura 19 ) é ilustrado os membros da familia afetados pelo

angioedema hereditario.

O sequenciamento foi iniciado pelo éxon 8 devido ‘a alta incidéncia
de mutacbes previamente descritas (Blanch et al, 2002). A tabela 2
mostra a regides afetadas pelas mutagbes nos primeiros 15 pacientes,

todos pertencentes a uma mesma familia

Os esferogramas dos produtos de seqienciamento contendo a
regido das mutagcdes no DNA gendmico dos pacientes em comparagao

com os controles para os mesmos éxons, Figuras 20, 21 e 22).
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Tabela 4 - Mutagdes encontradas em 15 pacientes de uma mesma

familia
Paciente  Regido  Sequéncia DNA cDNA Aminoécido Localizacdo
’ (NW_925106) '
1 Exon 4 0.4706-88G>A - - Intron
Exon7  (.14145+20 A>G - - intron
Exon8  (.14145+20 A>G | c.1439G>A  Val480Met Exon
2 Exon7  (.14145+20 A>G - - Intron
3 Exon4  (.4706-88G>A - - Intron
EXon7  §.14145+20 ASG - - intron
4 Exon7  (.4706-88G>A - - Intron
Exon8  (.14145+20 A>G | c.1439G>A  Val480Met Exon
5 Exon7  (.14145+20 A>G - - Intron
6 Exon4  (.4706-88G>A - - Intron
Exon8  (.16964G>A c.1439G>A  Val480Met Exon
7 Exon7  (.14145+20 A>G - - Intron
Exon8  (.16964G>A c.1439G>A  Val480Met Exon
8 Exon4  .4706-88G>A - - intron
9 Exon7  (.14145+20 A>G - - Intron
10 Exon7  (.14145+20 A>G - - Intron
11 Exon8  (.16964G>A c.1439G>A  Val480Met Exon
Exon7  (.14145+20 A>G - - intron
12 Exon7  (.14145+20 A>G - - Intron
13 Exon4  .4706G>A - - Intron
Exon7 9.14145+20 A>G - - intron
Exon 8 0.16964G>A €.1439 G>A Val480Met Exon
Exon4  (.4706-88G>A - - Intron
o Exon 7 9.14145+20 A>G - - intron
15 Exon8  (.16964G>A c.1439G>A  Val480Met Exon
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Figura 21 - Esferograma do seqiienciamento de DNA gendmico do éxon 4 em

pacientes e controles
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Paciente: Exon 4 G >A

Os esferogramas relativos ao éxon 4 mostram o padrdo de mutacdo de

G/G (controle) para G/A (pacientes).
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Figura 22 - Esferograma do seqlienciamento de DNA gendmico do éxon 7 em

pacientes e controles
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Os esferogramas relativos ao éxon 7 mostram o padrdo de mutacdo de

A/A (controle) para A/G (pacientes)
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Os esferogramas relativos ao éxon 7 mostram o padrdo de mutacdo de

A/A (controle) para A/G (pacientes).
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9 - DISCUSSAO

O angioedema hereditario (AEH) € uma doenca autossémica
dominante causada pela deficiéncia quantitativa ou funcional do inibidor
de C1 esterase. Consequentemente, pela auséncia de inibicdo, pode
ocorrer a ativagao do sistema do complemento e do sistema de contato,
pela liberacdo de bradicinina, com o aparecimento de edema em
qualquer area do corpo.

Embora seja uma doenga rara (1:10000-1:50000), o
reconhecimento das caracteristicas clinicas associadas é limitado,
permanecendo frequentemente sem diagndstico (ref). Em nossa
experiéncia, o tempo de demora para o diagndstico €, em média, de 11
anos. Considerando a freqiéncia relatada, de 4000 a 20000 pacientes
seriam acometidos em nosso pais, entretanto, um registro informal

detectou apenas 200 deficientes até 0 momento (dados nao publicados).

As manifestagdes clinicas podem ocorrer de forma espontédnea ou
induzida por traumas, tratamentos odontologicos e intervencdes
cirdrgicas, dentre outros. Em alguns pacientes predominam os sintomas
gastrointestinais, principalmente as dores abdominais. A complicagcéo
mais grave € o edema de glote, que é a obstrucdo das vias aéreas
superiores, sendo a principal causa de mortalidade nesse distirbio
genético (Papadopoulou-Alataki, et al, 2008). Muitos individuos
apresentam queixas menos comuns e trata-se de casos isolados na
familia, dificultando o diagndstico. Para tanto, a identificagdo da mutacao

génica pode ser relevante para o tratamento.
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O diagnostico de AEH ¢ estabelecido com base nos dados clinicos
e laboratoriais. Pode ocorrer reducdo dos niveis de C1INH, o AEH tipo |
ou prejuizo da atividade funcional, AEH tipo Il (Kawachi et al., 1998). O
acesso a realizacdo destes testes imunoldgicos é limitado e alguns
exames tém sido utilizados para a triagem dos pacientes.

O ensaio hemolitico para avaliacdo da via classica (CH50)
encontra-se reduzido ou indetectavel durante os ataques por ativacao
intensa desta via. A familia avaliada foi submetida a avaliacdo da
ativagdo da via classica do sistema complemento (CH50). Somente um
paciente apresentou niveis indetectaveis do complemento total, o que
provavelmente pode ser devido a periodos de crise da doenga. O
restante dos pacientes apresentou niveis normais de complemento.

Outro teste utilizado para deteccdo do AEH é a dosagem
quantitatva de C4. A semelhanca do CH50, ha reducdo das
concentragdes de C4, proteina inicial da via classica. Verificou-se que
13/15 pacientes apresentaram niveis diminuidos da proteina e 2/15
tiveram valores normais desta proteina. Como foi observado por nés,
este componente encontra-se reduzido em mais de 85% dos casos de
AEH, mesmo nos periodos assintométicos da doenca, diferentemente do
que foi relatado para o CH50 (Wagenaar-Bos et al., 2008).

Outras proteinas reguladoras do sistema complemento atuam para
que a ativacado deste sistema ndo seja continua. A dosagem de C4 é, em
particular, o teste mais simples para o diagnostico inicial do AEH,
embora, como foi ressaltado, achados de C4 em niveis normais no soro

nao excluem o AEH (Karim et al., 2004).
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Na avaliacdo antigénica de C1INH, verificou-se valores baixos em
13/15 (86,6%) e em 2/15 os niveis seéricos foram normais (13,4%)
apresentaram niveis normais da proteina, caracterizando assim os tipos |
e Il da doenca, respectivamente. A avaliagédo funcional foi realizada por
ensaio cromogénico e todos o0s pacientes apresentaram niveis séricos
abaixo de 50% do valor normal.

Visto que os valores tanto da atividade funcional quanto antigénica
do inibidor de C1 esterase mostraram uma deficiéncia na proteina, os
critérios de diagnostico laboratorial foram preenchidos. Ressalta-se o
aspecto que na mesma familia, verificou-se pacientes com classificacdes
diferentes. Este achado trouxe maior interesse para avaliagcdo dos
aspectos moleculares do gene de inibidor de C1 esterase.

O defeito genético no AEH é uma mutagcdo heterozigota na serino
protease no gene do inibidor de Cl esterase, embora um defeito
homozigoto tenha sido demonstrado por Blanch et al, 2006. Embora a
heterozigose sugira que os niveis de C1 INH sejam em torno de 50%, os
niveis tipicos do C1 INH funcional em pacientes ndo tratados sdo em
torno de 5 a 30%, o que pode ser devido a um consumo de C1 INH pela
alta autoativagéo de C1 e/ou uma baixa regulacdo do mRNA do C1 INH
(Davis, 1998; Quastel et al.; 1993; Pappalardo et al, 2004). Um dado
interessante € o aumento ou a normalidade de C1INH apds o tratamento
profilatico com andrégenos esterdides (Waytes et al., 1996).

Até o presente momento, mais de 200 tipos diferentes de
mutagdes foram encontradas no gene de inibidor de C1 esterase e 0s

pacientes com o tipo | e o tipo Il possuem diferentes padrbes de
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mutacdo, e cada familia possui seu proprio padrdo de mutacdo. As
anormalidades estruturais no gene de inibidor de C1 em pacientes com o
tipo | sé&o muito heterogéneas e incluem delecdes, inser¢cbes e mutagdes
pontuais, que levam & uma aparente falha na sintese ou secrecdo da
proteina do inibidor de C1. No tipo Il de AEH, o alelo anormal comumente
apresenta pontos de mutagcdo que levam a uma simples troca de um
aminoacido dentro do sitio reativo ou da regido de dobradica da proteina,
0S quais estao envolvidos na apresentacédo do sitio ativo (Wagenaar-Bos
et al., 2006). Ainda, o histérico familiar positivo para AEH pode néo ser
detectado, embora a doenca seja de heranga dominante; h4 altas taxas
de mutacdes espontaneas que reduzem a produgdo de uma proteina néo

funcional de C1 INH.

Considerando-se a variabilidade clinica da doenca em varios
pacientes e até na mesma familia, a dificuldade de se estabelecer o
diagnéstico em casos ndo tipicos ou esporadicos, a inexisténcia de
estudos nacionais que mostrem as alteracdes génicas nos doentes com
AEH, prop6s-se avaliar as mutacdes em uma familia com 15 membros

afetados pela doenca.

A analise molecular foi iniciada com a avaliacdo de todos os éxons
do gene (1-8) do C1 INH. Foram escolhidos iniciadores para cada um dos
éxons e, dependendo do tamanho de cada um deles, foram analisados
dois simultaneamente, como no caso dos exons 1 e 2, e 5 e 6. A
experiéncia desenvolvida na Itdlia foi aplicada para estabelecer os
primers a serem utilizados (colaboragcdo do Prof Marco Cicardi,

Universidade de Trieste). As mutagdes foram divididas em dois grupos
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dependendo da possivel alteracdo da estrutura da proteina (grupo 1) e

com a mudanca de um simples amino&cido (grupo 2).

Os primeiros pacientes foram sequenciados e as mutac¢des foram
encontradas nos éxons 4, 7 e 8. Ja4 nos éxons 3, 5 e 6, nenhuma
mutagdo foi encontrada nos pacientes. Por serem individuos
pertencentes a uma mesma familia, o padrdo de mutagdes nao se alterou
no decorrer das geragbes, mostrando que a mesma se manteve em
todos os membros da familia. Foram identificadas 3 diferentes mutagdes
que podem, possivelmente, ser responsaveis pela doengca nos 15
pacientes analisados. Duas dessas mutacdes (exons 4 e 7) nunca foram

descritas, 0 que representam novas mutagoes.

Em 12 individuos foram detectadas pequenas mutagbes que
podem alterar o splicing. MutagBes que afetam os sitios de splicing
reduzem ou comprometem o splicing normal dos éxons precedentes e
resultam em transcricdes de mRNA anormal. Forma-se uma proteina
truncada ou um mRNA mensageiro instavel, como foi verificado por
Roche et al.(2005) na Espanha.

A posicdo da mutacdo encontrada na regido intronica do éxon 4
(9.4706-88G>A) dos nossos pacientes corrobora com um padrdo de
mutacdo semelhante ao encontrado em diversos achados da literatura,
onde a mudanga de um simples aminoicido em uma regido intrénica
proxima ao sitio de splicing leva a doenga. Oito diferentes muta¢gdes no
sitio de splicing j& foram caracterizadas e especula-se que quando elas
ocorrem proximas a essa regido (1 a 3 pares de base), também

comprometem a integridade da proteina (Kalmar et al., 2003; Roche et
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al., 2005). Por outro lado, Pappalardo et al. (2008), em recente estudo,
ndo excluiram uma mutagéo encontrada em 3 pacientes estudados, que
ocorria em 82 pares de bases longe da regido de splicing, causando a
doenca. Portanto, é reconhecido que erros de splicing podem depender
de variantes intronicas imersas em sequéncias intronicas (Pagani &
Baralle, 2004).

A mutacdo encontrada no éxon 7 resultou no mesmo padrao de
defeito de splicing (g9.14145+20 A>G) em 10 pacientes. Assim, essa
mutacdo foi considerada patogénica e responséavel pela integridade da
proteina.

Em 8 pacientes foi identificada uma mutacdo no éxon 8 tipo
missense. Mutagdes tipo missenses sdo comuns e faz parte de um
grande grupo de mutagles, relacionadas com o AEH. Houve,
provavelmente, a troca de uma valina por uma metionina no amino&cido
480 da proteina do C1-INH (Val480Met), na posicdo g.16964G>A. Esse
aminoacido esté na regido distal de dobradica do C1-INH e leva a uma
conformagao disfuncional do C1-INH (Eldering et al., 1995). A regido
distal de dobradica do inibidor de C1 préxima do sitio reativo é importante
na funcdo da proteina de duas formas: sua propriedade de se ligar com
Cls e seu envolvimento no transporte intracelular do gene. Por estar
dentro do sitio ativo da proteina, causa AEH do tipo Il, onde um dos dois
alelos torna o C1-INH disfuncional.

Kang et al, 2006 observaram o mesmo tipo de mutagdo em 32
individuos pertencentes a trés familias distintas e encontraram a mesma

troca nesta posicao e avaliaram a expressao do mRNA nesses pacientes.
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Verpy et al. (1995) observaram mutagdes na regido de dobradica e
determinaram que algumas mutagbes encontradas (Arg472Stop,
Leud59Pro, Leu459Arg e Pro467Arg) geravam uma proteina n&o
secretada e, uma mutagdo na Phe455Ser resultava em uma proteina
parcialmente secretada mas disfuncional para se ligar em C1s, criando
um fenotipo intermediario entre os tipos | e Il de AEH: uma proteina
disfuncional presente em baixas quantidades. Em resumo, com base nos
dados de literatura, pode-se especular que esse padrdo de mutagao
observado em 8 pacientes leva a um defeito de secrecao da proteina e
perda da sua capacidade inibitéria.

Os tipos de mutagcbes encontrados neste estudo sdo de
consideravel interesse aos mecanismos de mutacdo que levam ao
angioedema hereditario. As novas mutagbes encontradas demonstram
que, todas pertencem a tipos deletérios (missense e defeitos de splicing)
e sua distribuicAo estd de acordo com aquelas encontradas no
angioedema hereditario em geral.

O estudo da expressdo do mRNA ajuda a definir os mecanismos
que levam aos baixos niveis de CI1-INH fornecendo informacdes
fundamentais e possivelmente possibilitando o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas. A analise funcional da proteina de
inibidor de C1 esterase mutante tem contribuido para a compreenséo da
funcdo das serpinas e também ajuda a definir mais completamente o
papel biolégico do inibidor de C1.

A familia avaliada permitiu o estabelecimento de técnica de

biologia molecular aplicada ao AEH, observar a ocorréncia de vérios tipos

77



de mutacdes na mesma familia, identificar novas mutacdes para o
registro mundial e confirmar o diagnéstico de dois pacientes
considerados normais segundo valores bioquimicos usualmente
aplicados.

A perspectiva de implantacdo desta forma de diagndstico em
nosso meio permitird elucidar situacfes clinicas pendentes até o
momento e tentar compreender melhor a doenga como tem sido feito em

grandes centros no Mundo.
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10 - CONCLUSOES

o Diversas mutacbes foram encontradas em membros de uma
familia permitindo o diagnéstico de dois pacientes sintométicos, porém
com valores quantitativos normais de C4 e C1INH;

o Novas mutagBes foram encontradas e pertencem a tipos deletérios
(missense e defeitos de splicing);

o A diversidade de mutacdes ja descritas sugere que o AEH é uma
doenca heterogénea e estudos funcionais ajudam a definir o papel

bioldgico do C1-INH.
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ANEXOS

Anexo 1. Valores da avaliagdo laboratorial nos controles estudados

Controle C1lINH C3 C4 (Mg/dL) CH50
(Mg/dL) (Mg/dL) (U/mL)
1 35 99 38,4 123
2 33 154 29,5 98
3 29 123 32,1 134
4 25 165 19,3 132
5 24 176 21,8 119
6 33 177 38,8 89
7 32 175 37,3 112
8 29 169 17,8 142
9 26 143 18,7 112
10 28 133 22,2 123
11 33 163 19,3 143
12 35 176 21,2 121
13 33 121 35,8 123
14 28 101 24,9 135
15 26 135 33,1 155
16 29 172 30,06 123
17 35 171 29,4 143
18 36 169 17,8 123
19 29 111 25,9 117

N
o

31 165 36,2 99



Anexo 2. Valores da avaliacdo laboratorial confirmacéo do

diagnéstico de AEH.

Paciente C1lINH C3 (Mg/dL) | C4 (Mg/dL) CH50

(Mg/dL) (U/mL)
1 8 107 8,14 146
2 7 150 6,81 184
3 7 139 5,48 110
4 35 156 16,50 125
5 4 111 2,87 133
6 32 126 16,8 123
7 3 113 2,56 146
8 7 179 9,69 146
9 9 146 7,35 154
10 5 126 4,14 144
11 4 149 9,18 120
12 5 123 6,79 137
13 8 134 7,19 122
14 7 146 3,78 144
15 3 121 2,98 111
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