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RESUMO

AZEVEDO, Bruna Franca. Analise do polimorfismo p.Asp298Glu no gene NOS3
associado a via de liberacdo de bradicinina em pacientes com Angioedema
Hereditario. 2018. 45 p. Trabalho de conclusdo de curso (Bacharelado em
Biomedicina) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2018.

O Angioedema Hereditario (AEH) é caracterizado por repentinos episodios de
edemas que causam dor, desconforto e que acometem principalmente extremidades
superiores e inferiores, trato gastrintestinal, genitalias e face, podendo levar a morte
por asfixia quando atingem o trato respiratério superior. Em alguns pacientes, a
gravidade e frequéncia dos sintomas parecem estar relacionadas a alteracdes
hormonais, especificamente aos niveis de estrogeno. O AEH é um transtorno
autossomico dominante, resultante de mutagdes no gene do inibidor de C1 (C1-INH)
ou mutagdes especificas no gene do fator XlIl da coagulagéo (F12), que leva a um
desequilibrio na via de liberacdo da bradicinina (BK), responsavel pelos edemas.
Trauma, estresse e uso de estrégeno podem desencadear as crises. Os episodios de
Angioedema podem durar de 1 a 5 dias, a frequéncia das crises varia de paciente
para paciente, assim como a localizagdo dos edemas, mesmo entre familiares
portadores de uma mesma mutacao. Diversos estudos buscam entender a causa da
variacdo da gravidade dos sintomas no AEH. Entretanto, os fatores que levam a
tamanha diversidade permanecem desconhecidos. O objetivo deste trabalho foi
estudar a relacdo da mutacdo p.Asp298Glu encontrada no gene 6xido nitrico sintase
endotelial (NOS3) associado a via de liberacdo de BK em pacientes com AEH,
analisando sua alteracdo genética e funcional e correlacionando com a variacao dos
sintomas de cada paciente. O DNA dos pacientes portadores de AEH foi amplificado
por PCR, o produto analisado por eletroforese em gel de agarose e sequenciado pelo
método de Sanger. A identificacdo da possivel relacdo dessa alteracdo em pacientes
com AEH permite o entendimento do seu possivel papel na modulacdo das crises.
Foram analisadas as seguintes caracteristicas dos pacientes: idade de inicio dos
sintomas, localizacdo dos edemas e fatores que desencadeiam crises, incluindo
identificacdo da influéncia hormonal. Realizamos uma avaliacdo do genotipo
encontrado em relacéo ao polimorfismo estudado com as caracteristicas clinicas dos
pacientes avaliados. Dentre os tipos de edemas estudados, o de vias aéreas
superiores € 0 mais grave pois pode levar a morte por asfixia. Em relacdo a mutacéo
estudada, a média de idade de inicio dos sintomas foi menor em pacientes que
apresentaram C1-INH-AEH e/ou o gendétipo GT, manifestando os sintomas da doenca
mais cedo. Em contraste, pacientes que apresentaram AEH com causa desconhecida
(U-AEH) e/ou o gendtipo TT (Asp) manifestaram os sintomas mais tardiamente.
Apesar do alelo G ser o mais frequente, pacientes que apresentaram o genoétipo GG
(Glu) manifestaram significativamente menos edema de genitalia quando comparados
ao genotipo TT. Mais da metade dos pacientes estudados apresentaram estresse e/ou
fatores hormonais como desencadeantes das crises de AEH.

Palavras-chave: Angioedemas hereditarios. Bradicinina. Fator XIl. Genétipo. Oxido
nitrico sintase. Proteina inibidora do complemento C1 - deficiéncia.



ABSTRACT

AZEVEDO, Bruna Franca. Analysis of the p.Asp298Glu polymorphism in the
NOS3 gene associated with the bradykinin release pathway in patients with
Hereditary Angioedema. 2018. 45 p. Final paper (Bachelor degree in Biomedicine) —
Centro Universitario Sdo Camilo, Sao Paulo, 2018.

Hereditary Angioedema (HAE) is characterized by sudden episodes of edema
that causes pain and discomfort, affecting mainly the upper and lower extremities,
gastrointestinal tract, genitals and face leading to death by asphyxiation when they
reach the upper respiratory tract. In some patients, the severity and frequency of
symptoms appear to be related to hormonal changes, specifically to estrogen levels.
HAE is an autosomal dominant disorder resulting from mutations in the C1 inhibitor
(C1INH) gene or specific mutations in the coagulation factor XII (F12) gene, leading to
an imbalance in the bradykinin (BK) release pathway responsible by the edema.
Trauma, stress and use of estrogen can trigger attacks. The duration of Angioedema
episodes can varies between 1 to 5 days, the frequency of attacks varies from patient
to patient, as well as the location of edema, even among relatives of the same
mutation. Several studies seek to understand the cause of the variation in the severity
of symptoms in HAE. However, the factors that lead to such diversity remain unknown.
The objective of this work was to study the relationship of the p.Asp298GIu mutation
found in the NOS3 gene associated to the BK release pathway in patients with HAE,
analyzing their genetic and functional alteration and correlating with the variation of the
symptoms of each patient. DNA from the selected HAE patients was amplified by PCR,
the product analyzed by agarose gel electrophoresis and sequenced by the method of
Sanger. The identification of the possible relation of this alteration in patients with HAE
allows the understanding of its possible role in the modulation of attacks. The following
characteristics of the patients were analyzed: age of onset of symptoms, location of
edema and factors that trigger attacks, including identification of hormonal influence.
We performed an evaluation of the genotype found in relation to the studied
polymorphism with the clinical characteristics of the patients evaluated. Among the
types of edema studied, the upper airway is the most serious because it can lead to
death by asphyxia. Regarding the mutation studied, the mean age of onset of
symptoms was lower in patients who presented HAE-C1-INH and/or GT genotype,
manifesting the symptoms of the disease earlier. In contrast, patients with HAE with
an unknown cause (HAE-U) and/or TT (Asp) genotype showed symptoms later.
Although the G allele is the most frequent, patients who presented the GG genotype
(Glu) showed significantly less genital edema when compared to the TT genotype.
More than half of the patients studied presented stress and/or hormonal factors as
triggers for HAE attacks.

Keywords: Hereditary angioedemas. Bradykinin. Factor XII. Genotype. Nitric oxide
synthase. Complement C1 inhibitory protein - deficiency.
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1 INTRODUCAO

O Angioedema Hereditario (AEH) é mais comumente conhecido como uma
doenca transmitida por heranca autossOmica dominante, caracterizada pela
deficiéncia quantitativa e/ou funcional do inibidor de C1 (C1-INH), inibidor de
serinoproteases anteriormente designado como inibidor de Cl-esterase. Sua
descrigédo clinica e carater hereditario foram estabelecidos no século XIX, mas apenas
na década de 1960 a deficiéncia de C1-IHN foi identificada (GIAVINA-BIANCHI, 2010;
DONALDSON, 1963).

O AEH desencadeia crises repentinas de edemas de carater nao eritematosos
e nao pruriginosos, causando desconforto e dor, que afetam principalmente
extremidades como maos e pés e podem atingir a face e genitalias, trato
gastrintestinal, e trato respiratdrio superior, 0 qual representa 0 maior risco, pois pode
levar a morte por asfixia de 25-40% dos pacientes nao tratados; ainda assim, edemas
de outras regifes tém duracdo de um a cinco dias se nao tratados e, embora
desaparecam espontaneamente, podem levar a desfiguracdo da face afetando de
forma dréastica a qualidade de vida desses pacientes. E uma doenca pouco conhecida
pelos profissionais da area de saude e muitas vezes subdiagnosticada, de prevaléncia
aproximada de 1:50.000 (1:10.000 a 1:150.000), pode levar os pacientes a
tratamentos errbneos e até cirurgias desnecessarias, comum em pacientes com
edema de trato gastrointestinal, mostrando que o intervalo entre o inicio dos sintomas,
o diagnéstico correto e o inicio da terapéutica sdo fatores na morbimortalidade. A
frequéncia e a severidade dos atagues sdo extremamente variaveis, mesmo entre
familiares, e traumas locais, estresse e variacdes hormonais em mulheres aparecem
frequentemente associados aos ataques, embora 0 mecanismo que 0s desencadeiam
nao seja evidente (KAPLAN, 2010; GIAVINA-BIANCHI, 2010; BINKLEY et al., 2010).

Dois principais tipos de AEH relacionados a alteracbes de C1-INH e
sintomaticamente indistinguiveis sdo descritos. O C1INH-AEH guantitativo (ou tipo I),
responsavel por cerca de 80-85% dos casos e caracterizado por baixos niveis
circulantes de C1-INH (de 5-30% dos valores normais), € causado por mutacdes
no gene SERPING1, resultando na producéo da proteina anormal que ndo chega a
ser secretada. O C1INH-AEH qualitativo (ou tipo IlI) é responsavel por

aproximadamente 15% dos casos, nos quais 0s niveis circulantes de C1-INH sé&o
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normais, porém mutacdes levam a producéo da proteina ndo funcional. C1-INH é o
Unico inibidor de proteases plasméticas que regula a ativacdo do sistema
complemento inibindo C1 r/s; é o principal regulador da ativagdo do sistema de
contato, inibindo o fator Xll (F12) e a calicreina plasmatica (KK); inibe a ativacéo da
plasmina no sistema de fibrindlise e fator XI e trombina no sistema de coagulacao
(Figura 1) (KAPLAN, 2010; DAVIS et al., 2010).

Figura 1 - Ativacdo do sistema de contato no Angioedema Hereditario. A ativagéo do
sistema de contato resulta na liberagdo da bradicinina (BK). ECA — enzima conversora de
angiotensina, APP — aminopeptidase P, DPPIV — dipeptidil peptidase IV, ECE — enzima
conversora de endotelina, NEP — endopeptidase neutra, HK — cininogénio de alto peso
molecular, HKa — HK livre de BK, FXlla — FXII ativado, FXI — fator XI da coagulacéo, FXla —
FXI ativado, HK — cininogénio de alta massa molecular, des-R9-BK — BK sem a arginina na
posicao 9, KK — calicreina plasmética, NO — 6xido nitrico, Pg — prostaglandinas, u-PA —
ativador de plasminogénio tipo uroquinase, t-PA — ativador de plasminogénio tecidual, PCRP
— prolilcarboxipeptidase, PK — pro-calicreina plasmatica

Autoativagao FX

|
. . FXla Via Intrmseca~
da Coagulagao
u-PA
LFA PCRP
Plasmina
ey \ - @ . Sistema Renina-
Fibrinolise Angiotensina

® ACE NEP___ BK hidrolisada

ECE APP (inativada)
DPPIV

Plasminogénio

Meio intracelular

(6600000080006 08068500088000 (1808600000100 0060 000080000000 0000006000000000804

POOCOCOOOOPOOOOCOO0000OOCO0COCCOOCO0COA0OO00OXX

Pg NO
Vasodilatagao

Angioedema

Fonte: (DAVIS, et al., 2010)

O F12-AEH (ou tipo Ill), ou angioedema com C1-INH normal, é caracterizado
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por niveis e atividade normais de C1-INH, acomete principalmente mulheres e tem
sido relacionado a alteracdes em outros componentes, como as duas mutacdes
missense ja descritas no gene do FXII (F12), Thr328Arg e Thr328Lys, ambas
localizadas no mesmo sitio do exon 9. Posteriormente, uma grande delecédo de 72
pares de bases (c.971_1018 + 24del72) e uma duplicacdo de 18 pares de bases
(c.892_909dup) foram identificadas na mesma regido do exon 9 do F12 em familias
com AEH sem deficiéncia de C1-INH. Este novo tipo de AEH, identificado por
mutacdes no F12, é transmitido por heranca autossémica dominante com baixa
penetrancia, porém mais recorrente no sexo feminino que no masculino. Bjérkqvist e
colaboradores (2015) demonstraram que a alteracdo da Thr328 no gene F12 causa
perda de glicosilacédo, levando a autoativacdo aumentada do FXII. De maneira geral,
0 quadro clinico dos pacientes F12-AEH é indistinto dos pacientes com deficiéncia de
C1-INH e a influéncia de contraceptivos orais a base de estrogeno, terapia de
reposicdo hormonal e gravidez aparecem mais frequentemente como fatores
desencadeantes das crises. Recentemente, foram descritos pela primeira vez dois
casos de pacientes brasileiros com a mutacao Thr328Lys em homozigose sugerindo
um pior prognostico da doenca. Ha ainda um grupo de pacientes com AEH sem
deficiéncia de C1-INH ou mutacdo no F12, sem causa genética identificada (U-AEH)
(Quadro 1) (BORK, et al., 2000; DEWALD & BORK, 2006; BORK, et al., 2011; KISS
et al., 2013; MARCOS et al., 2012; CICARDI et al., 2014; GRUMACH et al., 2015).

1.1 O Sistema de contato

A primeira evidéncia que o C1-INH estava envolvido na regulacéo do sistema
de contato, foi a observacao feita por Landerman et al (1962) de que o plasma de
pacientes com AEH era deficiente na capacidade de inibir a calicreina plasmatica. Os
componentes do sistema de contato incluem o cininogénio de alto peso molecular
(HK) e a calicreina. O fator XlIl ndo € tecnicamente um componente do sistema de
contato, porém, desenvolve um papel significante na ativacdo deste sistema. No
sistema de contato, o C1-INH regula a via de coagulacdo mediante a inativacao da
calicreina do plasma e dos fatores de coagulacdo Xla e Xlla. Pequenas quantidades
do zimégeno fator Xll é constantemente autoclivado para fator Xlla, em individuos

saudaveis, possivelmente devido a muitos contatos entre os iniciadores de superficie
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com carga negativa e o fator Xll circulante no corpo. Esta, entdo, por protedlise
limitada, ativa a pré-calicreina para calicreina ativada (NZEAKO et al., 2001; ROSEN,
2005; DAVIS 111, 2005).

Esta pré-calicreina circula no plasma ligada ao cininogénio de alto peso
molecular (HK) gerando a ativagéo para calicreina e clivando o HK em dois sitios para
a liberacdo da bradicinina. A bradicinina possui varias atividades bioldgicas: a
vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular, a constricdo da musculatura
lisa gastrointestinal e uterina, a bronco-constricdo e a constricAo coronariana e
pulmonar. O reconhecimento dos baixos niveis de C1INH no Angioedema Hereditério
sugeriu sua acao sobre a permeabilidade vascular e a relevancia da bradicinina
liberada do HK pela calicreina como o principal mediador no angioedema hereditario
(ROSEN, 2005; DAVIS lll, 2005; ZURAW, 2015).

A deficiéencia de C1-INH causa uma ativacdo maior de C1, resultando no
consumo de C2 e C4, detectados por baixos niveis dessas proteinas no plasma.
Também ocorre excessiva formacdo da enzima calicreina, com a transformacao
aumentada do cininogénio em cininas, bem como de bradicinina, que € altamente
vasoativa. Esta evidéncia é reforcada visto que a bradicinina tem sido relacionada ao
edema do AEH muito mais intensamente que os peptideos vasoativos resultantes da
ativacao do complemento (KAPLAN, 2005; GREAVES, 2005).



17

Figura 2 - Interagdo do C1-INH na regulagdo do Sistema de Contato.

C1INH

Fator Xlla ¥ Pré-calicrei
T ma | —— A —— . ré-calicreina
rauma Plasmina

v

Cininogénio de alto peso molecular |«—>=— | Calicreina

Bradicinina

v

Vasodilatagﬁo, contragéo da musculatura lisa ndo vascular e edema

Fonte: Adaptado de (CORREIA, 2009).

As cininas podem ativar dois tipos de receptores, o receptor B1, codificado
pelo gene BDKRB1, que é induzido em processos inflamatérios, medeia dor e
possivelmente os eritemas, e o receptor B2, codificado pelo gene BDKRB2, que é
constitutivo e desencadeia vasodilatacdo e edema local e est4 envolvido em
respostas agudas, sendo mais especifico para BK e Lys-BK. Sugere-se que duas
variacfes polimérficas encontradas no primeiro exon de BDKRB2, diferindo na
presenca ou na delecado de 9 pares de bases, confiram a habilidade da bradicinina
de induzir o edema pela presenca de um alelo com a dele¢do em relacdo a um
alelo sem delecdo. A BK é rapidamente clivada por diversas proteases gerando
diferentes fragmentos; enquanto a aminopeptidase A (APA) converte Lys-BK em
BK (Goto et al., 2006), a BK é convertida em desArg9-BK pela acdo da
carboxipeptidase M (CPM) na superficie celular e pela carboxipeptidase N (CPN)
no plasma, e é degradada em BK (1-5) pela acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA), da dipeptidilpeptidase IV (DPP IV) e endopeptidase neutra
(NEP) (LONGHURST, 2010; LEEB-LUNDBERG et al., 2005; LUNG et al., 1997;
BUJAK-GIZYCKA et al., 2011).
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Quadro 1 - Classificagao atual do Angioedema Hereditario.

Tipo Defeito

Tipo [ - Quantitativo Diminuigdo da sintese do inibidor de C1

Tipo II - Funcional; Qualitativo Diminuicdo da funcdo do inibidor de C1

Tipo III - Sem deficiéncia de C1-INH Niveis e funcdo do inibidor de C1 normais
A - Dependente de estrdgeno ou associado ao estrégeno
B - Mutacdo do Fator XII (fator de Hageman)
C - Idiopdtice

Fonte: (GIAVINA-BIANCHI et al., 2011)

Atualmente, a profilaxia no AEH € feita com androgenos atenuados que
aumentam os niveis de C1-INH (danazol, estanazolol e oxandrolona), C1-INH
recombinante ou antifibrinoliticos (acido tranexamico e acido e-aminocaproéico), sendo
os antifibrinoliticos menos utilizados devido a menor eficacia se comparada aos outros
dois. Entretanto, a profilaxia com androgenos e antifibrinoliticos causam diversos
efeitos colaterais e a maioria dos pacientes continua a apresentar inchacos
intermitentes, embora com uma frequéncia reduzida. No Brasil, o tratamento durante
0os ataques é feito com o antagonista do B2BKR, Icatibanto (Fyrazyr®) ou pela
administracdo de plasma fresco e, mais recentemente, o concentrado de C1-INH
Berinert® e o C1-INH recombinante Cinryze®. Em 2009, foi aprovado nos EUA para
o tratamento de ataques de AEH o Ecallantide (Kalbitor®), que consiste em um
potente e especifico inibidor de huPK (Ki = 25pM), baseado no primeiro dominio Kunitz
do inibidor da via do fator tecidual (TFPI). E em 2014, o C1-INH recombinante
(Ruconest®) foi aprovado nos EUA também para o tratamento de ataques de AEH.
Além desses medicamentos, estdo em testes clinicos nos EUA e em alguns paises
europeus novos medicamentos para o AEH: o0 BCX4161 e outros dois inibidores de
calicreina plasmatica de segunda geracdo. O BCX4161 estad sendo testado como
tratamento profilatico oral e ja apresenta resultados positivos, da fase 2 do teste
clinico, reduzindo as crises de pacientes com uma crise por semana para 0,45 crise
por semana (CICARDI et al., 2014; LONGHURST, 2010; GIAVINA-BIANCHI et al.,
2010; CICARDI et al., 2010; KAPLAN, 2010).
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1.2 Alteracao selecionada

Em estudo prévio do nosso grupo, a alteracdo p.Asp298Glu (GAT>GAG,;
€.894T>G), presente no exon 8 do gene que codifica a 6xido nitrico sintase endotelial
(NOS3), foi encontrada em pacientes portadores de AEH e considerada candidata a
moduladora da gravidade das crises.

Esta alteracéo foi descrita como determinante da susceptibilidade da enzima
em ser clivada por proteases endogenas. Recentes estudos mostram que pacientes
com AEH apresentam niveis aumentados da enzima éxido nitrico sintase plasmatica,
mas niveis normais de oxido nitrico (NO) durante os ataques, corroborando o fato
desta alteracao residir longe do sitio catalitico da enzima. A interacao da oxido nitrico
sintase com proteinas da caveola € indicada como um dos principais mecanismos
reguladores da producédo de NO induzida e a variacao p.Asp298Glu parece influenciar
a associacao da proteina a fracdes de membrana de caveola (TESAURO et al., 2000;
DEMIRTURK et al., 2014; JOSHI et al., 2017).

Quadro 2 - Alteracéo selecionada para analise de associag¢do génica nos pacientes com
AEH.

Gene | Alteracéo Forward (5’- 3°) Reverse (5°- 3’) Fragmento(pb)

NOS3 | p.Glu298Asp | GCAGGAGACAGTGGATGGAG | CTTGCAGGCCCTTCTTGAG 292
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2 JUSTIFICATIVA

~

Devido a significativa morbimortalidade associada ao AEH, a estratégia
envolvendo o tratamento cuidadoso das crises e a sua prevencao € essencial para o
adequado manejo e conduta com os pacientes. A experiéncia em grandes centros
mostra que de 25% a 40% dos pacientes podem desenvolver asfixia e evoluir para o
Obito caso ndo recebam tratamento adequado. Trata-se de uma patologia com
terapéutica profilatica ja estabelecida, porém controversa. Os fatores que levam a
variacdo dos sintomas de paciente para paciente, assim como 0S mecanismos que
desencadeiam os ataques de AEH néo estdo esclarecidos, embora seja reconhecido
o papel fundamental da BK, envolvendo, portanto, os elementos do sistema de
contato, do FXIl ao BDKRB2 (GIAVINA-BIANCHI et al., 2010).

Embora néo haja uma estatistica exata da frequéncia das crises, sabe-se que
sdo recorrentes, principalmente, o inchaco cutdneo e o0s episodios de dores
abdominais. Durante uma mesma crise 0 paciente pode apresentar edema em
diferentes partes do corpo, por exemplo, inchaco no braco e dores abdominais. As
crises que acometem a face tem um elevado risco de 6bito pela chance de evoluirem
com edema de laringe e glote. A grande variacdo das crises decorrentes do AEH pode
estar relacionada a polimorfismos que desempenham funcdes distintas em diversos
genes relacionados as principais vias ativadas durante as crises, modulando os
sintomas da doenca, visto que as crises podem ocorrer de formas diferentes por
individuos da mesma familia (BORK, 2006).

Em estudo anterior realizado em nosso laboratério, no qual diversos genes
relacionados a via de liberacédo da BK foram sequenciados em um grupo de pacientes
com AEH, foram encontradas diversas alteracdes, desde polimorfismos a mutacdes
consideradas possivelmente patogénicas, que se tornaram fortes candidatas a

moduladoras do sistema e, consequentemente, da variacao dos sintomas no AEH.
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3 OBJETIVO

Estudar a relacdo da mutacédo p.Asp298Glu encontrada no gene NOS3, que
esta associado a via de liberacdo de BK, em pacientes com AEH, analisando sua
alteracéo genética e funcional e correlacionando com a variagéo dos sintomas de cada

paciente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras dos pacientes

As amostras de DNA dos pacientes portadores de AEH utilizadas provém do
projeto de doutorado da aluna Camila Lopes Veronez, orientada pelo Prof. Dr. Jo&o
Bosco Pesquero, no qual se insere este projeto (Comité de Etica em Pesquisa:
04032912.6.0000.5505). Resumidamente, as amostras de sangue periférico foram

coletadas em tubos contendo EDTA e o DNA foi extraido com o IIIustraT'VI Blood

GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare). Todos os voluntarios assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido concordando com a participacdo no estudo.
Foram analisados pacientes diagnosticados com AEH, sendo a alteracao
p.Asp298Glu no gene NOS3 avaliada em 197 pacientes (Quadro 3).

Quadro 3 - Distribuicdo dos pacientes de AEH em relacdo ao polimorfismo
p.Asp298Glu (NOS3) e proporgédo deste para o género feminino e masculino.

Polimorfismo | C1INH-AEH | F12-AEH U-AEH Total Género Género
Feminino Masculino

p.Asp298GIu | 75 (38,1%) |60 (30,5%) |62 (31,5%) | 197 (100%) | 145 (73,6%) | 52 (26,4%)

Os pacientes analisados séo pertencentes a trés grupos: C1INH-AEH (com
mutacédo confirmada em SERPING1), F12-AEH (com mutacédo confirmada em F12),
e U-AEH (causa desconhecida). Ao todo, 25 diferentes alteracées no SERPING1
foram identificadas como causadoras do AEH-C1-INH nas familias analisadas.
Embora mais de 500 diferentes alteraces no gene SERPING1 ja tenham sido
descritas na literatura como causadoras do AEH, nenhum tipo especifico de
alteracao ja foi significativamente associado a gravidade dos sintomas, nem em
relacdo ao tipo de alteracdo (missense, nonsense, indel, alteracdo em sitio de
splicing), nem em relacéo a regido afetada do gene/proteina. Exatamente por esse
motivo que o estudo de polimorfismo em outros genes possivelmente relacionados
a via de liberacdo de BK pode revelar fatores responsaveis na modulagdo dos

sintomas.
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4.2 PCR e Sequenciamento

Para cada reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram adicionados 10,0 pl
do reagente Master Mix-Top Tag™(Qiagen, Hilden, Alemanha), 1,0 ul de primer
forward (5 uM) e 1,0 ul de primer reverse (5 pM), aproximadamente 10 ng de DNA
gendmico e agua livre de DNAse até completar o volume de reacado para 20,0 pl. O
ciclo estabelecido para PCR foi 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos (95°C, 30
s; 58°C, 30 s; 72°C, 45 seg) seguindo com 72°C por 10 min, mantendo a 16°C. Apo6s
a PCR, o volume de cada amostra foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%,
os produtos de amplificacdo foram identificados de acordo com o peso molecular
esperado e purificados com a utilizacdo do kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen,
Hilden, Alemanha). A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye™
Terminator Ready Reaction Mix (500,0 ng do DNA purificado, 3,2 pmoles de cada
primer, 2,0 ul da solucéo Big Dye, tampé&o de reacéo e agua para um volume final de
10,0 pl). Os primers utilizados no sequenciamento sdo 0s mesmos utilizados para a
PCR. As amostras foram amplificadas na seguinte ciclagem: 94°C por 5min; 94°C por
20 segq; 48°C por 10 seg; e 60°C por 4 min (25 repeti¢cdes); e por ultimo mantidas a
16°C.

A reacdo foi purificada por precipitacao adicionando-se 27,0uL de uma solucao
contendo EDTA, acetado de sodio e etanol 100% seguida de agitacdo e incubacao a
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida a placa contendo as amostras
passou por centrifugacdo (3500g/30min/25°C), a solucdo sobrenadante foi
desprezada e 35,0uL de etanol 75% foi adicionado com consequente centrifugacao
das amostras (3500g/15min/ 4°C). Desprezou-se o sobrenadante e as amostras foram
aquecidas a 90°C por 3 minutos para completa evaporacédo do etanol. O precipitado
de DNA foi ressuspendido em 10,0uL de formamida, as amostras denaturadas a 95°C

por 2 minutos e imediatamente colocadas em gelo até o momento da corrida.

A Ultima etapa do sequenciamento compreendeu a corrida eletroforética em gel
polimerizante pelo método de Sanger automatizado, utilizando-se como corante
fluorescente o reagente BigDye3 realizada no sequenciador 3500xL Genetic Analyzer

for Human Identification (Life Technologies).

. As sequéncias obtidas foram comparadas a sequéncia de referéncia do gene
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NOS3 (NG_0011992) obtida através do site do NCBI (www.ncbi.nlm.gov) e analisadas
no programa Geneious 8.1.7. Todas as alteracdes foram confirmadas pelo
sequenciamento da fita forward e reverse. Apds a analise do sequenciamento, a
alteracdo foi cruzada com os dados clinicos dos pacientes. Para comparacdo dos
grupos seréao utilizados teste t de Student e Anova quando mais de dois grupos forem
cruzados e testes de Kruskal-Wallis ou Mann-Whitney caso 0s grupos nao apresentem

distribuicdo normal.

4.3 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism versao 6.0. As analises quantitativas entre dois grupos foram realizadas pelo
teste t de Student ndo pareado quando 0s grupos apresentaram distribuicdo normal e
pelo teste de Mann-Whitney para distribuicdes amostrais ndo Gaussianas. Para
analises de mais de dois grupos simultaneamente foi utilizada andlise de variancia
(ANOVA com um fator) para amostras normais e o teste de Kruskal-Wallis para
distribuicbes ndo Gaussianas. Analises qualitativas entre grupos foram analisadas
pelo teste Qui-quadrado. As diferencas entre grupos foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p<0,05.

O equilibrio de Hardy Weinberg para cada genotipo foi estimado por meio do
teste Chi-quadrado de Person comparando-se as frequéncias dos genotipos obtidos
nas genotipagens e as frequéncias esperadas usando o software Court Lab — HW

calculator. Os resultados em que p<0,05 foram considerados fora do equilibrio.
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5 RESULTADOS

5.1 PCR e Sequenciamento

A partir das amostras de DNA, foi realizada a PCR do gene estudado (Figura
3), gerando um fragmento de 292 pb e foi possivel sequenciar o exon 8 do gene NOS3

(Figura 4) dos pacientes com AEH.

Figura 3 - Fragmento gerado por PCR ap0s eletroforese em gel de agarose 1%. O exon
8 de NOS3 foi amplificado por PCR e as amostras separadas em eletroforese em gel de
agarose 1% podem ser visualizadas. (-), controle negativo da PCR contendo apenas

primers, Master Mix-Top Taq e agua.
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Fonte: Disponibilizado pelo laboratério Jodo Bosco Pesquero (UNIFESP).
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Figura 4 - Regido do exon 8 do gene NOS3 em que se encontra o polimorfismo

p.Asp298Glu. Neste caso, a troca T>G pode ser visualizada em homozigose, levando a
alteracdo do cédon GAT>GAG.
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Fonte: Disponibilizado pelo laboratério Jodo Bosco Pesquero (UNIFESP).

A partir da analise da mutacéo p.Asp298Glu no gene NOS3, foram observados os
seguintes resultados:

Quadro 4 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o genétipo do polimorfismo
p.Asp298Glu em NOS3 e o tipo de AEH.

Genotipo C1-INH-AEH | F12-AEH U-AEH Total
GG (Glu) 47 (61,8%) 27 (45%) 37 (59,7%) | 111 (56,1%)
GT (Glu/Asp) | 18(23,7%) | 25(41,6%) | 15 (24,2%) 58 (29,3%)
TT (Asp) 11 (14,5%) 8 (13,3%) 10 (16,1%) 29 (14,6%)
Total 76 (100%) 60 (100%) 62 (100%) 198 (100%)

Levando-se em consideracdo as populagcbes africanas, americanas, asiaticas e
europeias, em geral, o alelo G é o mais frequente com média de 82% quando

comparado ao alelo T, com média de 18% (1000 Genomes Project Phase 3).
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Figura 5 - Frequéncias alélicas do polimorfismo p.Asp298Glu (rs1799983) em diferentes
populagbes. AFR: Africano, AMR: Americano, EAS: Leste Asiatico, EUR: Europeu, SAS: Sul
Asiatico.

\ * T 7% ‘ * T 21% ‘ * T 13% ‘ * T 34% ' * T 17%

G O3% G 79% GIET%

Fonte: (Projeto 1000 Genomas, fase 3)

5.2 Caracteristicas clinicas dos pacientes

Foram analisadas as seguintes caracteristicas dos pacientes: idade de inicio
dos sintomas, localizacdo dos edemas e fatores que desencadeiam crises, incluindo
identificacdo da influéncia hormonal. Foi realizada uma avaliagdo do genaétipo
encontrado em relagcéao ao polimorfismo estudado com as caracteristicas clinicas dos

pacientes avaliados.

5.2.1 Idade de inicio dos sintomas

Na analise de idade de inicio dos sintomas dos pacientes sintomaticos com o
polimorfismo p.Asp298Glu, em C1INH-AEH, observou-se a média de 13,6 anos para
0 genodtipo GG; de 10,4 anos para o0 genotipo GT e 8,5 anos para o genoétipo TT. Em
relacdo ao grupo com F12-AEH, observou-se a média de 17,2 anos para o genotipo
GG; 19,8 anos para o genotipo GT e 24,8 anos para o genotipo TT. Por fim, na anélise
do grupo com U-AEH, observou-se média de 26,6 anos dos pacientes que
apresentaram genotipo GG; 22,3 anos para o genotipo GT e 32,7 anos para 0 genotipo
TT.
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Figura 6 - Média de idade de inicio dos sintomas dos pacientes com o polimorfismo

p.Asp298Glu.

35
30
25

20

Idade de inicio dos sintomas (anos)

26.6

5.2.2 Edema de face

17.2
15 13.6
10.4
10
5
0
GG

B AEH-C1-INH B AEH-FXII

GT

22.3

AEH-U

24.8

8.5

32.7

Dentre os pacientes sintomaticos cujo polimorfismo p.Asp298Glu foi avaliado,

93 pacientes apresentaram edema de face contra 42 pacientes sem edema de face.

O restante dos pacientes foi classificado como “assintomatico” ou esta informagao

clinica néo foi descrita na anamnese. Entre pacientes com U-AEH que apresentaram

edema de face, o gendtipo GG (Glu) foi significativamente mais frequente que os

gendtipos GT e GT+TT (p=0,0383), mas sem diferenca significativa em relacdo ao

gendtipo TT (p=0,3968), de acordo com teste Qui- quadrado (Quadro 5).

Quadro 5 - Correlagdo entre a ocorréncia de edema de face e o gendétipo do
polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com AEH.

Com/ Sem
edema de
face

Genotipo AEH C1INH-AEH F12-AEH U-AEH
p.Asp298Glu

GG 54/19 22/11 12/7 20/1*

GT 26/ 16 8/5 12/7 6/4*

TT 13/7 3/5 4/1 6/1*

*P=0,0383GGvsGTeGGvsGT+TT p=0,3968 GGvs TT
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As diferencas entre grupos foram consideradas estatisticamente significativas
para valores de p<0,05.

Figura 7 - Correlacéo entre a ocorréncia de edema de face e o gend6tipo do polimorfismo
p.Asp298Glu nos pacientes com AEH. Foi considerado todos os grupos de AEH,
independente da causa; o genotipo GG (Glu) apresentou-se mais frequente que os demais.
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Figura 8 - Correlacdo entre a ocorréncia de edema de face e o gendétipo do
polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com AEH-U (causa desconhecida). O
gendtipo GG (Glu) foi significativamente mais frequente que os genétipos GT e GT+TT.
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5.2.3 Edema de extremidades

30

Ao avaliar o polimorfismo p.Asp298Glu, 99 pacientes sintomaticos (74%)

apresentaram edema de extremidades contra 35 que nao apresentaram. Foi

observado que entre pacientes com genétipo GG (Glu) a frequéncia de edema de

extremidades foi significativamente maior que nos pacientes com genétipo TT apenas

no grupo com U-AEH (p=0,0244) (Quadro 6).

Quadro 6 - Correlagdo entre a ocorréncia de edema de extremidades e o genétipo do

polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com AEH.

Gendtipo AEH |ClINH-AEH | F12-AEH | U-AEH
Com/ Sem p.Asp298Glu
edema de GG
extremidades 59/ 14 31/2 09/10 9/2*
GT 28/ 14 13/0 7112 8/2
TT 1217 6/2 3/2 3/3%

*pP=0,0244 GG vsTT
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Figura 9 - Correlacdo entre a ocorréncia de edema de extremidades e o genoétipo do
polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com AEH. Foi considerado todos os grupos de
AEH, independente da causa.
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Figura 10 - Correlacao entre a ocorréncia de edema de extremidades e o genétipo do
polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com U-AEH (causa desconhecida). Observou-
se que em pacientes com o genétipo GG (Glu) a frequéncia de edema de extremidades foi
significativamente maior que nos pacientes com genotipo TT.
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5.2.4 Edemade genitélia

Dentre os pacientes avaliados quanto ao polimorfismo p.Asp298Glu, 35 pacientes
sintomaticos apresentaram edema de genitélia contra 87 que ndo apresentaram este
tipo de edema. Pacientes com F12-AEH e genétipo GG apresentaram
significativamente menos edema de genitalia comparados ao genétipo TT (p=0,0366)
(Quadro 7).

Quadro 7 - Correlacdo entre a ocorréncia de edema de genitalia e o gendtipo do
polimorfismo p.Asp298AGIlu nos pacientes com AEH.

Genotipo AEH C1INH-AEH F12-AEH U-AEH
Com/ Sem
edema de GG 20/53 15/ 18 1/18* 417
genitalia GT 9/23 3/10 3/16 3/7
TT 6/11 3/3 2/3* 1/5

*p=0,0366 GGvs TT

Figura 11 - Representacdo grafica da correlacédo entre a ocorréncia de edema de
genitalia e o gendtipo do polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com AEH. Foi
considerado todos os grupos de AEH, independente da causa.
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Figura 12 - Correlagdo entre a ocorréncia de edema de genitélia e o gendtipo do
polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com F12-AEH (mutag&o confirmada no
F12). Pacientes com o genétipo GG apresentaram significativamente menos edema
de genitalia comparados ao genétipo TT.
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o polimorfismo p.Asp298Glu,

55 pacientes sintomaticos

apresentaram edema de vias aéreas superiores contra 79 que nado apresentaram. Foi

encontrada diferenca estatisticamente significativa para o grupo com U-AEH entre os

genodtipos GG e TT (p=0,0332), sem ocorréncia de edema de VAS em pacientes de
gendtipo TT (Quadro 8).

Quadro 8 - Correlacdo entre edema de vias aéreas superiores e o genotipo do
polimorfismo p.Asp298AGIlu nos pacientes com AEH.

Com/ Sem
edema de
vias aéreas
superiores

Genotipo ] - ]
p.Asp298Glu AEH C1INH-AEH F12-AEH U-AEH
GG 33/40 16/17 7112 10/11*
GT 17125 716 7112 3/7
1T 5/14 2/6 3/2 0/6*

*pP=00332GGvsTT



Figura 13 - Correlacdo entre edema de vias aéreas superiores e o genétipo do
polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com AEH. Foi considerado todos os grupos
de AEH, independente da causa; o genoétipo GG apresentou-se mais frequente que os

demais.
AEH
45
40
40
35 33
30
25
25
20 17
15 14
10
5
5 ]
0
AEH - com edema AEH - sem edema

EGG EGT mTT

Figura 14 - Correlacdo entre edema de vias aéreas superiores e o genotipo do
polimorfismo p.Asp298GIlu nos pacientes com U-AEH (causa desconhecida).
Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os genétipos GG e TT, sem
ocorréncia de edema de VAS em pacientes de gendétipo TT.
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O equilibrio de Hardy Weinberg para cada gendtipo foi estimado usando o Court
Lab — HW calculator. Os resultados em que p<0,05 foram considerados fora do
equilibrio de Hardy-Weiberng.

Quadro 9 - Resultado dos calculos do equilibrio de Hardy-Weinberg para os pacientes
com AEH, correlacionando o polimorfismo p.Asp298Glu e localizagcdo dos edemas.

Localizacéo
(com edema / sem edema) C1INH-AEH F12-AEH U-AEH
Face p=0,1145/0,0273* | p=0,7242/0,6669 p=0,0024* / 0,4142
Extremidades p =0,0301*/0,0455* | p=0,4287/0,5402 p =0,5887/0,2702
Genitalia p = 0,0083*/0,3802 | p=0,9442/0,8315 | p=0,7188/0,0245*
Alcas intestinais p =0,2059/0,0037* | p=0,8790/0,7401 | p=0,5391/0,0228*
Vias Aéreas Superiores p=0,3571/0,0053 | p=0,5970/0,6708 | p=0,6381/0,0559

* Nao se encontram no equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05)

5.3 Fatores desencadeantes das crises

5.3.1 Estresse

Dentre os 116 pacientes sintomaticos cujo polimorfismo p.Asp298Glu foi
avaliado, 70 pacientes (60,3%) identificaram o estresse como fator desencadeante

das crises.

Na correlacdo entre os genotipos do polimorfismo p.Asp298Glu (Quadro 9) e estresse
como fator desencadeante de crise, ndo foram encontradas associacdes

estatisticamente significativas.

Quadro 9 - Correlagéo entre o fendtipo e gendtipo do polimorfismo p.Asp298Glu nos
pacientes com AEH tendo como base o estresse como fator desencadeante das
crises.

Com/ Sem Gendtipo AEH C1lINH-AEH | F12-AEH U-AEH
estresse como | p.Asp298Glu
fator GG 35 /24 12/11 11/7 12/6
desencadeante GT 24117 8/4 9/10 713
TT 11/5 5/1 2/3 4/1




Figura 15 - Correlacéo entre a presenca de estresse como fator desencadeante
das crises e o gendtipo do polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com AEH.
Foi considerado todos os grupos de AEH, independente da causa.
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Ao avaliar o polimorfismo p.Asp298Glu em pacientes sintomaticos do sexo

feminino, 64 pacientes (66%) indicaram fatores hormonais como desencadeantes de

crise contra 33 que nao apresentaram (Quadro 11). Apenas pacientes portadores de

F12-AEH com gendtipo GG relataram a influéncia hormonal no desencadeamento das

crises com frequéncia significativamente maior quando comparados ao grupo com
gendtipo TT (p=0,0494).

Quadro 11 - Correlagao entre o fendétipo e gendtipo do polimorfismo p.Asp298Glu nos
pacientes com AEH tendo como base fatores hormonais como desencadeante das

crises.
Genotipo i i i
p.Asp298GIu AEH C1INH-AEH F12-AEH U-AEH
Com/ Sem
fator GG 35/15 9/5 13/4~* 13/6
hormonal
como fator GT 19/ 14 5/3 9/8 5/3
desencade
ante TT 10/4 4/0 1/3* 5/1

*pP=0,0494GGvs TT
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Figura 16 - Correlagcdo entre a presenca de fatores hormonais como
desencadeantes das crises e o genotipo do polimorfismo p.Asp298GIlu nos
pacientes com AEH. Foi considerado todos os grupos de AEH, independente da
causa.
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Figura 17 - Correlacdo entre a presenca de fatores hormonais como desencadeantes
das crises e o geno6tipo do polimorfismo p.Asp298Glu nos pacientes com F12-AEH
(mutacdo confirmada no F12). Para este grupo, apenas pacientes com genotipo GG
relataram a influéncia hormonal no desencadeamento das crises com frequéncia
significativamente maior quando comparados ao grupo com genotipo TT.
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Quadro 12 - Resultado dos célculos do equilibrio de Hardy-Weinberg para os pacientes
com AEH, correlacionando com o polimorfismo p.Asp298Glu e fatores desencadeantes
das crises.

Fator desencadeante
(com FD / sem FD) C1INH-AEH F12-AEH U-AEH
Estresse p= 0,1265/0,4727 | p=0,9350/0,8521| p=0,1402/0,5270
Trauma p=0,5276/0,0543 |p=0,4268/0,4182| p=0,8585/0,0702
Hormonal p=0,0913/0,5139 |p=0,7179/0,7820| p=0,0153*/0,5270

* ndo se encontram no equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05)
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6 DISCUSSAO

O polimorfismo p.Asp298GIlu (GAT>GAG,; ¢.894T>G) encontra-se no exon 8 do
gene da NOS3. As andlises foram realizadas com base na sequéncia de referéncia
NG_011992 de NOS3, na qual o cédon de referéncia € o GAT, codificando para
Aspartato (Asp). Portanto, ao longo deste trabalho, foi considerado como aminoacido
de referéncia a Asp na posicao 298. Entretanto, é importante ressaltar que a
frequéncia alélica descrita do alelo T na posicédo 894 é menor que a de G (Minor Allele
Frequency — MAF = 0,1763/883, 1000 Genomes; MAF = 0.2470/29613, EXAC), sendo
mais frequente o Glutamato (Glu) na posicdo 298. Logo, ja era esperado um namero
maior de individuos portadores deste alelo G. Na populagdo estudada, 47% dos

individuos apresentaram o alelo G em homozigose e 33% em heterozigose.

No grupo de pacientes portadores de U-AEH foram encontradas associacoes
entre a frequéncia de edemas de extremidades (p=0,0244) e de vias aéreas
superiores (p=0,0332) e a presenca de Glu em homozigose (GG) na posicdo 298 da
NOS quando comparado aos individuos contendo Asp (TT), também em homozigose,
mas nao em heterozigose (GT). A associacao entre o genotipo GG e edema de face
nao foi significativa em relacdo ao genoétipo TT em pacientes com U-AEH, mas sim ao
genodtipo GT (p=0,0126). Estes dados sugerem um melhor prognostico aos pacientes
portadores da Asp em homozigose, embora o baixo numero de individuos
identificados até o momento portadores do alelo T limite o poder estatistico desta
analise. Contrastando com estes dados, a propor¢cao de edema de genitalia foi menor
em pacientes GG em relacdo aos pacientes TT no F12-AEH (p=0,0244). Ainda, as
diferencas estatisticamente significativas encontradas foram restritas aos grupos U-
AEH.

Em estudo recente de Goni e colaboradores (2016), o mesmo polimorfismo
(rs1799983) foi associado a hipertensdo. Observou-se que o gendtipo TT apresentou
2,3 vezes maior predisposicdo a hipertensdo do que nos individuos com o genétipo
GG. Estes resultados indicam que, neste caso, a presenca da Asp ha posicdo 298
pode ser relativamente benéfica para pacientes hipertensos, levando a maior
liberagdo de 6xido nitrico que € um dos mediadores da acdo da BK, responsavel por
desencadear a vasodilatagdo e assim, diminuir a presséo arterial. O polimorfismo

Asp298Glu foi associado a vasodilatacdo em artérias de conducdo mas ndo em
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artérias de resisténcia, o que nos mostra que o AEH pode estar mais relacionado com

as artérias de conducdo.
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7 CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados, pode-se concluir que:

1-

Em relacéo ao polimorfismo estudado, a média de idade de inicio dos sintomas
foi menor em pacientes que apresentaram C1INH-AEH e/ou o gendtipo GT,
manifestando os sintomas da doenca mais cedo. Em contraste, pacientes que
apresentaram AEH com causa desconhecida (U-AEH) e/ou o gendtipo TT (Asp)

manifestaram os sintomas mais tardiamente.

Apesar do alelo G ser o mais frequente, pacientes que apresentaram o genotipo
GG (Glu) manifestaram significativamente menos edema de genitalia quando

comparados ao genotipo TT.

Mais da metade dos pacientes estudados apresentaram estresse e/ou fatores

hormonais como desencadeantes das crises de AEH.
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